UNIVERSIDAD

NACIONAL

DE COLOMBIA

Identificacion de bacterias resistentes a betalactamicos
en aguas para riego agricola en la Ramada,
Cundinamarca.

ALEJANDRA OVIEDO CANCINO

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Ciencias
Bogota D.C., Colombia

2021






Identificacion de bacterias resistentes a betalactamicos
en aguas para riego agricola en la Ramada,
Cundinamarca.

Alejandra Oviedo Cancino

Tesis presentada como requisito parcial para optar al titulo de:

Magister en Microbiologia

Director (a):
Ph. D. MARTHA CRISTINA BUSTOS LOPEZ

Departamento de Ingenieria Civil y Agricola

Codirector (a):
M.Sc. MARIA TERESA REGUERO R.

Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional de Colombia

Linea de Investigacion en Contaminantes Emergentes

Grupo de Investigacion RESA

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Ciencias
Bogota, Colombia

2021






Dedicatoria

Al amor de mi vida,
“La ecuacion de Schrodinger explica como las particulas representan la estructura de todo...”
h2[d* 9> @

2
_ﬁ ﬁ+a_};2+@]lp(x'y'z) = [‘V’(x'y'z)]

h V24V 'ha
2m v\ atlp

Es decir, tu eres la estructura de mi todo y al multiplicarla por el tiempo seria una funcién de onda
completa, en pocas palabras. ..

TU HACES MI VIDA MAS COMPLETA



VI

Declaracion de obra original

Yo declaro lo siguiente:

He leido el Acuerdo 035 de 2003 del Consejo Académico de la Universidad Nacional.
«Reglamento sobre propiedad intelectual» y la Normatividad Nacional relacionada al
respeto de los derechos de autor. Esta disertacion representa mi trabajo original, excepto
donde he reconocido las ideas, las palabras, o materiales de otros autores.

Cuando se han presentado ideas o palabras de otros autores en esta disertacion, he
realizado su respectivo reconocimiento aplicando correctamente los esquemas de citas y
referencias bibliograficas en el estilo requerido.

He obtenido el permiso del autor o editor para incluir cualquier material con derechos de
autor (por ejemplo, tablas, figuras, instrumentos de encuesta o grandes porciones de
texto).

Por ultimo, he sometido esta disertacion a la herramienta de integridad académica, definida
por la universidad.

_Alejandra Oviedo Cancino_
Nombre
Fecha 14/04/2021

Fecha



Vi

Agradecimientos

Le agradezco a Dios por darme la oportunidad de cumplir otro suefio, por poner personas
en mi vida que me han alcahueteado y han batallado conmigo a diario por ayudarme en lo

que mas me gusta hacer: Estudiar.

A mi mama y mi tio por darme el apoyo incondicional en cada paso de mi vida, por
brindarme su carifio y gratitud, porque sin la sabiduria de ellos no seria la persona que soy

hoy en dia. Por su voto de confianza y admiracién que me tienen como profesional.

Al Ministerio de Ciencia y Tecnologia por financiar el trabajo mediante el proyecto:
“Identificacién de contaminantes emergentes y microbioldgicos, analisis metagenémico
bacteriano y perfil de resistencias a antibidticos en aguas de riego y hortalizas de la

Sabana occidental de Cundinamarca.”

A la Doctora Rocio del Pilar Morales Delgado por ser la persona quien me ha guiado
durante estos afnos, me ha compartido su conocimiento, por tomarse su valioso tiempo de
ensefarme, corregirme y aconsejarme en la trayectoria de este proyecto. A quien admiro
profundamente como persona, ya que, sin la ayuda de ella no me hubiese hallado en este

camino de aprendizaje.

Al Laboratorio de Ingenieria Ambiental de la Universidad Nacional, por abrirme las puertas
y darme las herramientas necesarias y prestarme sus instalaciones para llevar a cabo este
nuevo logro como profesional. A cada una de las personas que me brindaron su

compaferismo, su alegria y su discernimiento para obtener este titulo.

A la Doctora Pilar Donado de Agrosavia, por abrirme las puertas y hacer posible el

cumplimiento y desarrollo de este trabajo.

A la Doctora Aura Lucia Leal por brindarme sus conocimientos, su ayuda y compromiso

durante este largo recorrido.



VI Resumen y Abstract

Resumen

El presente trabajo se basé inicialmente en la caracterizacion fisicoquimica y
microbiolégica del agua de uso agricola en la zona occidental de la Sabana de
Cundinamarca, conocida como distrito de riego la Ramada, donde se midieron parametros
como pH, conductividad, temperatura, oxigeno disuelto (OD), demanda quimica de
oxigeno (DQO), demanda bioldgica de oxigeno (DBOs), carbono organico total (COT) y
solidos suspendidos totales (S.S.T.) y parametros microbiolégicos como recuento total de
Coliformes Totales y Escherichia coli. Los muestreos se llevaron a cabo en seis puntos
diferentes de la Ramada, donde el agua recolectada se analiz6 en el laboratorio de

Ingenieria Ambiental de la Universidad Nacional de Colombia.

Cabe mencionar, que los parametros microbiolégicos en las muestras de agua se
analizaron mediante dos técnicas microbiologicas; la primera para establecer un recuento
de la poblacién total (NMP/100mL) y comparar los resultados con la normativa colombiana
vigente (Decreto 1594 de 1984) para determinar si es apta para riego agricola, y finalmente
la técnica de filtracion por membrana (UFC/100 mL) para obtener colonias aisladas de
bacterias Gram negativas, que son de interés en este estudio; a las cuales se les determino
el perfil de resistencia a antibidticos betalactamicos. Para llevar a cabo esto, inicialmente
se realizé un pase de las colonias aisladas en Chromagares (ESBL — CARBA SMART)
con el objetivo de seleccionarlas e identificarlas, para que, mediante el uso de

herramientas automatizadas, se observara su perfil de sensibilidad.

Por otro lado, para determinar la presencia de antibiéticos en estas aguas, se realiz6é una
extraccion en fase soélida mediante el uso de cartuchos de extraccion OASIS HLA
(60mg/3cc), para finalmente analizar las muestras mediante metodologias de residuos

multiples como cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS / MS),



con el objetivo de cuantificar los analitos en estudio. Teniendo en cuenta este panorama,
se decidié caracterizar e identificar si hay presencia de microorganismos resistentes a

antibiédticos en aguas de uso agricola del distrito la Ramada, Cundinamarca.

En la caracterizacion fisicoquimica y microbiolégica del agua agricola, se pudo observar
que, parametros como DQO arrojaron resultados que estan entre rangos de 101 mg/L a
1276 mg/L para temporada lluvia, mientras que para temporada seca los rangos oscilaron
102 mg/L a 1301 mg/L, en cambio para DBOs los parametros oscilaron 34 mg/L a 390
mg/L en temporada lluvia y para temporada seca fueron de 58 mg/L a 830 mg/L.
Igualmente, los recuentos de bacterias como E. coli fueron mayores de 5000 NMP

Log/100mL en el sitio 4 y sitio 6 en ambas temporadas.

Por su parte, se observé como en estas aguas agricolas hubo presencia de antibidticos
como clindamicina, obteniendo valores minimos de 1.20 ng/L a 42 ng/L en ambas
temporadas, azitromicina con valores maximos de 5550 ng/L y trimetropim con rangos
entre 82 ng/L a 339.23 ng/L en temporada seca, mientras que para temporada lluvia
oscilaron entre los 45 ng/L a 606.48 ng/L y a su vez, como en el sitio 6 el promedio para
este antibidtico fue de 1418.24 ng/L, registrando la presencia de farmacos en aguas para

fines agricolas.

Igualmente, la identificacion mediante técnicas automatizadas arrojé resultados
interesantes, encontrando bacterias resistentes a antibioticos betalactamicos como E. colj,
y Klepsiella sp., las cuales pueden causar enfermedades y ser relevantes en el ambiente

clinico por su importancia para generar resistencia en antibiéticos.

Palabras clave. Aguas agricolas, Escherichia coli, resistencia, antibioticos, perfil de

sensibilidad, cromatografia.
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Abstract

Identification of bacteria resistant to beta-lactams in water for agricultural
irrigation in La Ramada, Cundinamarca.

The present work was initially based on the physicochemical and microbiological
characterization of water for agricultural use in the western zone of the Cundinamarca
Plains, known as the Ramada irrigation district. Parameters such as pH, conductivity,
temperature, dissolved oxygen (DO), chemical oxygen demand (COD), biological oxygen
demand (BOD:s), total organic carbon (TOC) and total suspended solids (TSS) and
microbiological parameters such as total coliforms and Escherichia coli count were
measured. The samplings were carried out in six different points of the Ramada district,
which were: Site 1, Site 2, Site 3, Site 4, Site 5, and Site 6; the collected water was analyzed

in the Environmental Engineering laboratory of the Universidad Nacional de Colombia.

It is worth mentioning that the microbiological parameters in the water samples were
analyzed using two microbiological techniques; the first to establish a count of the total
population (MPN / 100mL) and compare the results with the current Colombian regulations
(Decree 1594 of 1984) and determine if it is suitable for agricultural irrigation, and finally
the membrane filtration technique (CFU/100 mL) to obtain isolated colonies of Gram
negative bacteria, which are of interest in this study; to which resistance to beta-lactam
antibiotics was evaluated; these were contacted with Chromagares (ESBL - CARBA
SMART) in order to select and identify them, so that, through the use of automated tools,

their sensitivity profile could be observed.

On the other hand, to determine the presence of antibiotics in these waters, a solid phase
extraction was carried out using OASIS HLA extraction cartridges (60mg / 3cc), to finally
analyze the samples using multiple residue methodologies such as coupled liquid
chromatography to mass spectrometry (LC-MS / MS), in order to quantify the analytes
under study. Taking this scenario into account, it was decided to characterize and identify
whether there is the presence of multi-resistant microorganisms to antibiotics in waters for

agricultural use in the La Ramada district, Cundinamarca. It was observed that in these
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agricultural waters there was presence of antibiotics such as clindamycin, obtaining
minimum values of 1.20 ng/L to 42 ng/L in both seasons, azithromycin with maximum
values of 5550 ng/L and trimethoprim with ranges between 82 ng/L to 339.23 ng/L in the
dry season, while for the rainy season they ranged from 45 ng/L to 606.48 ng/L and in turn,
as in site 6, the average for this antibiotic was 1418.24 ng/L, recording the presence of

drugs in waters for agricultural purposes.

In the physicochemical and microbiological characterization of agricultural water, it could
be observed that parameters such as COD yielded results ranging from 101 mg/L to 1276
mg/L for the rainy season, while for the dry season the ranges ranged from 102 mg/L at
1301 mg/L, on the other hand for BODs the parameters ranged from 34 mg/L to 390 mg/L
in the rainy season and for the dry season they were from 58 mg/L to 830 mg/L. Likewise,
the counts of bacteria such as E. coli were greater than 5 MPN Log/100mL in both seasons,

whereas for site 6 the limits exceed values of 7 MPN Log/100mL.

Likewise, the identification using automated techniques yielded interesting results, finding
bacteria such as E. coli, Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae and Klepsiella spp.,
Which can cause diseases and be relevant in the clinical environment due to their

importance in generating antibiotic resistance.

Keywords. Agricultural waters, Escherichia coli, resistance, antibiotics, sensitivity profile,

chromatography.
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GLOSARIO

Aguas residuales: Aguas usadas y sélidos que se introducen en las alcantarillas,
transportados mediante el sistema de alcantarillado. En general, se consideran las

siguientes:

Aguas residuales domésticas: son los residuos liquidos provenientes de las actividades

domeésticas en las viviendas o residencias, edificios e instituciones.

Aguas residuales municipales: son todos los residuos liquidos transportados por el
alcantarillado de una ciudad, seguidos de un tratamiento previo realizado en las plantas de
tratamiento de la ciudad.

Aguas residuales industriales: son aquellos residuos liquidos provenientes de industrias

de manufactura.

Aguas para riego: Se define como el agua que se aplica mediante diferentes sistemas de
regadio para el correcto desarrollo de los cultivos. Su origen puede ser muy diverso ya que
puede proceder de rios, lagos o corrientes continuas de aguas naturales, de pozos entre
otros.

Aguas negras: son las aguas residuales provenientes de inodoros que llevan

excrementos y orina del hombre.

Aguas grises: son las aguas residuales provenientes de tinas, duchas, lavamanos,
lavadoras; también denominadas aguas residuales domésticas excluyendo la de los

inodoros.
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Bacteria: Microorganismo unicelular sin nucleo diferenciado, algunas de cuyas especies

descomponen la materia organica, mientras que otras causan enfermedades.

Contaminantes emergentes: Compuestos contaminantes de origen y naturaleza quimica,

cuya presencia en el medio ambiente acarrean problemas de salud.

Cultivos cromogénicos: Ayuda a identificar los principales patégenos que causan
infecciones, por medio de una mezcla con sustratos cromogénicos se logra detectar y

diferenciar las distintas especies bacterianas.

Métodos automatizados: Los sistemas automatizados acortan estos tiempos porque
mejoran la sensibilidad analitica de los métodos, es decir, son capaces de detectar el
desarrollo bacteriano en una suspension, con y sin antimicrobianos, estableciendo la
minima concentracién del antimicrobiano que es capaz de inhibir el desarrollo bacteriano
(CIM).

PTAR: Planta de tratamiento de agua residual.

Resistencia antimicrobianos: Es el fendmeno por el cual un microorganismo deja de ser
afectado por un antimicrobiano al que anteriormente era sensible. Es consecuencia de la
capacidad de ciertos microorganismos de neutralizar el efecto de los farmacos, como los

antibiodticos.

Reuso: Es la explotacion, uso o aprovechamiento de aguas residuales con o sin
tratamiento previo, es decir, su reutilizacion dentro del territorio en el cual un asignatario
provee el servicio publico domiciliario de agua potable o en las instalaciones de un
concesionario, o bien, conduciéndola mediante un canal o tuberia hacia un sitio distinto

para beneficio de un tercero.
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INTRODUCCION

En los ultimos afos, el uso efluentes domésticos para uso agricola a nivel mundial ha
comenzado a ser una practica mas recurrente, debido a diversos factores como:
crecimiento descontrolado de asentamientos urbanos, escasez de agua potable,
recuperacion de nutrientes para los cultivos y menos costos de eliminacion. Igualmente,
su uso en la agricultura conlleva no solo a la contaminaciéon de aguas superficiales y
subterraneas, sino también a la contaminacion del suelo, sin tener en cuenta los riesgos
que afectan la salud poblacional (Huibers & Raschid-Sally, 2005; Wang, Li, & Li, 2017).

La disminucién de recursos hidricos naturales (cuerpos de agua superficial y subterranea)
causadas por el cambio climatico y el aumento en la poblacidon, generan no solo
contaminacién en los canales para riego agricola, sino también contaminacién a nivel de
acuifero por la alta cantidad de materia organica y la presencia de microorganismos
patdégenos que generan enfermedades diarreicas. A pesar de su alto impacto, estas aguas
permiten ser una alternativa de riego en la agricultura en regiones que experimentan
escasez de agua, sustituyendo aguas dulces con un correcto tratamiento antes de su uso
(Grandclément et al., 2017; FAO, 2002), debido a las concentraciones de macronutrientes
(Nitrégeno, fosforo y potasio), micronutrientes (Ca, Mg, B, Fe, Mn 0 Zn) y materia organica,
que aportan para el mejoramiento de la calidad en los cultivos y a su vez por la reduccion
en el uso de fertilizantes y agroquimicos (Jaramillo & Restrepo, 2017; Seid & Drechsel,
2009), pero a pesar del beneficio que esta pueda traer, existen riesgos que son
devastadores no solo por su consumo, sino por la acumulacion de contaminantes que se
pueden presentar en el suelo y en las mismas plantas. Se ha reportado a través de los
afios, cantidades considerables de metales, solutos y sales que han venido cambiando las
propiedades fisicas del agua (Qian & Lin, 2019) y por supuesto las del suelo; asi mismo,
el cambio en las comunidades nativas de microorganismos, que juegan un papel
importante en la toma de nutrientes (Fosforo, Nitrégeno, Carbono) y aseguran el

cumplimiento de los ciclos geoquimicos.
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Aunque existen medidas regulatorias y/o soluciones técnicas (pretratamientos,
tratamientos de desinfeccion) estas no son suficientes, debido a la escases de recursos
econdémicos, ya que, al no tener aguas de re uso tratadas puede aumentar la
contaminacion de suelos y aguas subterraneas por la presencia no solo de patégenos, sino
de metales pesados y contaminantes emergentes (Ministerio de Ambiente Vivienda y

Desarrollo Territorial., 2010).

No obstante, a pesar de la normativa que se ha venido instaurando a nivel mundial con el
desarrollo de guias y manuales, el cumplimiento se ha quedado corto por parte de paises
en vias de desarrollo, ya sea por falta de informacion, por falta de ejecucion de politicas o
creacion de normativas. Por ejemplo, en Colombia se tiene instaurado el Decreto 1594 de
1984, el cual resulta ser muy permisible teniendo en cuenta las problematicas de
contaminacioén microbioldgica que se presentan a nivel mundial. Por otro lado, el aumento
en la utilizacién de productos de cuidado personal, quimicos industriales, pesticidas,
metales pesados y compuestos farmacéuticos como medicamentos y antibioticos; se ha
incrementado durante los ultimos afos y ha tenido efectos directos en la salud de los
consumidores por la prescripcion inadecuada o el uso indebido de estos y problemas en
el medio ambiente, debido a la acumulacion de grandes cantidades de antibiéticos que
entran a las plantas de tratamiento de aguas residuales, las cuales no estan disefiadas
para eliminar este tipo de compuestos (Carlet, Rambaud, & Pulcini, 2012; Harrabi et al.,
2018) por la naturaleza quimica que presentan, ya que, al no ser degradados
completamente por el organismo, un 80% queda en forma inalterada o como metabolito
secundario permaneciendo biodisponibles en el suelo, en los tejidos de alimentos que son
consumidos diariamente como tomates, lechugas, zanahorias, patatas (Christou et al.,
2017) presentando como consecuencia una disrupcion endocrina y mas alteraciones
sistémicas (Campo, Lorenzo, Cammeraat, Picé, & Andreu, 2017; Campo et al., 2016),
mientras que en el agua, su ingreso se da por medio de fugas en los alcantarillados,
descargas de industrias pecuarias y a través de la infiltracion en el suelo por el uso de
biofertilizantes enriquecidos con estiércol, escorrentias superficiales y lixiviados (Tran et
al.,2016).

Estudios en la zona alta y zona baja de los rios en paises como China y Espana

evidenciaron diferentes concentraciones (ng/L) de familias de antibidticos después de ser
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pretratadas, encontrandose principalmente tetraciclinas, sulfonamidas y quinolonas,
sugiriendo que estos contaminantes no se degradan y resultan ser una fuente de
contaminaciéon al desembocar en cuerpos de agua naturales (Barancheshme & Munir,
2018; Rodriguez-Mozaz et al.., 2015). Igualmente, sucede con los compuestos
agroquimicos, los cuales se pueden encontrar residuos de ellos en el medio ambiente,
afectando directamente la poblacion presente en estos entornos, evitando el desarrollo de
procesos bioquimicos o ayudando a la diseminacion de genes de resistencia por la presion
selectiva que pueden tener en contacto con bajas concentraciones de antibidticos (Amos
et al., 2014), mediante transposones, plasmidos e integrones, ya que, por su naturaleza
quimica no se degradan facilmente, quedando disponibles durante largos periodos de

tiempo en aguas y sedimentos (Qiao et al., 2018; Osinska et al., 2017).

En septiembre de 2017, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), informé que el
aumento de resistencia a antibioéticos frente a las infecciones por bacterias, presenta un
peligro para la salud y se espera que en el futuro, cuando las personas sufran de
infecciones menores o cirugias de baja complejidad resulten siendo una amenaza,
incluyendo una gran diseminacion de bacterias resistentes a multiples antibidticos,
infecciones sin opciones terapéuticas, y por lo tanto efectos sociales y econémicos (WHO,
2017).

En la actualidad esta problematica se ha venido acrecentando por el uso indiscriminado
de antimicrobianos y la falta de vigilancia y control por entes regulatorios, observando como
la presencia de bacterias resistentes a antibioticos en hospitales ha aumentado, siendo
dificil su tratamiento con los medicamentos convencionales y de igual forma, siendo su
deteccidon mas compleja, por ello, se han comenzado a implementar herramientas
moleculares, no solo para su identificacion, sino para estudiar los mecanismos que
emplean para su resistencia, como el uso de PCR y qPCR (Nesme et al., 2014; Solliec et
al., 2016).

La Sabana Occidental de Cundinamarca, especificamente en el Distrito de riego la
Ramada (zona destinada como abastecimiento de irrigacion de cultivos y hortalizas) se ha
venido monitoreando desde el afio 2003 por el grupo de trabajo del Laboratorio de
Ingenieria Ambiental de la Universidad Nacional de Colombia, donde se ha encontrado

concentraciones altas de microorganismos patégenos como E. coli y Coliformes totales,
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debido a que se ha incrementado la poblacién a lo largo de los afos y por falta de
saneamiento de los vertimientos de actividades industriales, domésticas y agropecuarias
generados en esta zona (Guevara y Calle 2005), pero no solo evidenciado la presencia de
estos microorganismos, sino a su vez, moléculas como acetaminofén/paracetamol,
carbamazepina, diclofenaco, claritromicina, ibuprofeno, gemfibrozil, licomicina,
losartan, valsartan, cafeina sucralosa y cocaina (Hernandez et al., 2015) en aguas
superficiales de uso agricola de la Ramada, Cundinamarca, logrando por primera vez en
Colombia hacer una revision de la presencia de farmacos y sus metabolitos en ambientes
acuaticos, reflejando una problematica para las personas que manipulan estas aguas y
para los consumidores de vegetales que son irrigados con las mismas, no solo por la
presencia de bacterias y farmacos, sino por la posible resistencia que se puede estar

generando.

Teniendo en cuenta este tipo de antecedentes que se han venido registrando y estudiando
en la zona de riego la Ramada, se decidi6 plantear un proyecto de investigacion donde se
pudiese identificar bacterias pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae presentes en
aguas usadas para la irrigacion de hortalizas de consumo directo y determinar su perfil de

susceptibilidad a antibidticos betalactamicos.
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1. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Hay presencia de bacterias resistentes a antibidticos betalactamicos en el agua

superficial de uso para fines agricolas en el Distrito de Riego la Ramada, Cundinamarca?

1.1 Hipétesis

La descarga puntual de agua residual doméstica en cuerpos de aguas superficiales en la
Sabana Occidental de Cundinamarca contiene altos niveles de contaminantes
fisicoquimicos y microbiolégicos, junto con la presencia de farmacos especificamente
antibioticos de uso humano que son liberados a través de la orina o heces fecales a los
alcantarillados, llegando finalmente a aguas que son utilizadas para uso agricola sin ningun
tipo tratamiento previo. De acuerdo con esto, el resultado final es la mezcla en el ambiente
acuatico, de microorganismos posiblemente patdégenos, contaminantes emergentes y
microbiota ambiental, ejerciendo posibles presiones selectivas entre comunidades

bacterianas, incrementando o generando asi resistencia a diferentes tipos de antibiéticos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Identificar si hay presencia de microorganismos resistentes a antibiéticos betalactamicos

en aguas superficiales usadas para riego en la Ramada, Cundinamarca.

2.2 Objetivos especificos

» Caracterizar la calidad fisicoquimica y microbiologica en el agua residual superficial

usada para la produccion agricola en la Ramada, Cundinamarca.

» Evaluar si hay presencia de contaminantes emergentes en agua superficial de uso

agricola en la Ramada, Cundinamarca.

» Identificar y determinar el perfil de resistencia de las bacterias aisladas, mediante

el uso de sistemas automatizados.
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3. MARCO TEORICO

3.1 Aguas residuales

La composicion de las aguas residuales (siendo de origen doméstico, industrial o
institucional) pueden contener altos niveles de materia organica, solidos flotantes, sélidos
sedimentables y microorganismos patdgenos que confieren un riesgo para la salud, pero
que en la actualidad se ha comenzado a reflejar cierta preocupacion por la aparicion de
nuevos contaminantes como productos de uso comun como detergentes, suavizantes y
asi mismo, concentraciones de medicamentos y/o antibiéticos (Mohammed & Elbably,
2016; Unesco, 2017).

Actualmente, el uso de agua residual se ha incrementado principalmente en el sector
agricola, a pesar de que solo el 10% es utilizado para este fin, esta actividad genera el
mayor consumo de agua dulce en el planeta (Unesco, 2015). Su empleo se debe

especialmente por:

e Aumento de la escasez de agua y la degradacion de los recursos hidricos
como resultado de la mala disposicion de estos vertimientos.

¢ Incremento en la poblacion y extension en la demanda de alimentos

e Reconocimiento del valor nutricional que tienen por la cantidad de materia

organica disponible.

En América Latina se estima que cerca de 400 m® de agua residual es descargada

directamente a cuerpos de agua superficiales; en Colombia 1.230.193 hectareas son
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irrigadas con fuentes de aguas superficiales sin tratar. Del total de aguas residuales
generadas, solo el 27% es agua tratada y el 73% es agua no tratada (Silva, Torres, &
Madera, 2008), la cual es destinada para la irrigacion en cultivos agricolas; que al no tener
un pretratamiento antes de su uso, pueden diseminar patégenos y ocasionando

enfermedades de tipo gastrointestinal.

A pesar de, que se obtengan beneficios con el re uso, este tipo de aguas residuales al no
ser debidamente tratadas pueden representar una gran amenaza en salud publica, calidad
ambiental y seguridad alimentaria. Asi mismo, las concentraciones de virus, parasitos y
helmintos pueden ser de 10 a 1000 veces mas altos en los paises en via de desarrollo que

en los paises desarrollados (Jiménez et al., 2009).

A continuacion, se observa en la Tabla 3-1 los patdégenos mas comunes y sustancias

contaminantes asociadas con el re uso de aguas residuales para irrigacion:

Tabla 3-1 Patdgenos y sustancias contaminantes presentes en agua residual de riego agricola

Tipo de riesgo Patégenos
Bacterias E. coli, Vibrio cholerae, Salmonella sp., Shigella sp.
Biologicos Helmintos Ascaris, Ancylostoma, Tenia.
9 Protozoarios Giardia intestinalis, Cryptosporidium, Entamoeba.
Virus Hepatitis A, E, Adenovirus, Rotavirus, Norovirus
Tipo de riesgo Substancias sanitarias

Metales pesados Arsénico, Cadmio, Mercurio
Hidrocarguros Dioxinas, Furanos, PCBs
Quimicos DDT

Kﬁﬁttl)%(tjiigs/Férmacos Paracetamol, Diclofenaco, Ciprofloxacina,
Tetraciclinas.

Tomado y modificado de World Health Organization (WHO), 2006.

Sin embargo, a pesar de los beneficios que ofrece el uso de estas aguas para la irrigaciéon
en cultivos, también se pueden encontrar efectos negativos como el cambio en las
propiedades fisicas del suelo, aumento en la materia organica, presencia de sales,
presencia de metales pesados y de contaminantes que pueden afectar las interacciones
entre la microbiota exégena y enddgena, asi como, el desarrollo de la produccion agricola
(Libutti et al., 2018).
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No obstante, esto también se puede llevar a cabo por el exceso de nutrientes, es decir, la

acumulacion de nitrégeno inorganico, que afecta principalmente la actividad catabdlica

microbiana y la biodegradacion de compuestos de carbono presentes en el suelo (Becerra-
Castro et al., 2015).

Sin embargo, a pesar de la problematica que se observa por la presencia de

microorganismos patégenos, las caracteristicas del suelo también se pueden ver afectadas

por el uso de aguas residuales, como se puede observar en la Tabla 3-2:

Tabla 3-2 Efectos en el suelo por el uso de aguas residuales de riego agricola

Propiedades

Parametros Propiedades fisicoquimicas microbiolégicas Referencias
Incremento en la disponibilidad de , (Cheng et al.,
nutrientes Aumentg la riqueza y 2013; Fierer &

: N . . la diversidad )

pH Mineralizacion de materia organica la comunidad Jackson, 2006;
Mejora la capacidad de intercambio . Rousk et al.,

P bacteriana

idnico 2010)
Estabilidad de la estructura del suelo l(DEi:Fi?ngft’&zak’
Retencién de agua Seleccion especifica 9 o
Aumento COT de poblaciones Burton, 2004,

Materia Mei | : . oD Qvreas, 2002;

organica ejora e contenido de nutrientes ba}ctengngs Ranjard &
Capacidad Buffer Microhabitats en el . i
Actividad At i ibilidad d I Richaume, 2001;

ctividad enzimatica y disponibilidad de  suelo Van-camp et al.
nutrientes
2004)
Incremento de materia organica en el (Candela et al
suelo Perturbacién de la ) o
., - I~ 2007; De Oliveira
. Retencion de agua actividad metabolica :
Nutrientes NN . . et al., 2014;
N. P. K Lixiviacion a aguas subterraneas de las comunidades

(N, P, K) : : - . Matheyarasu,
Mejora en el contenido de nutrientes bacterianas presentes Bolan & Naidu
2{52?&;1: eutrofizaciéon en ambientes en el suelo 2016; Wu, 1999)
Lixiviacion de metales pesados Cambios en los (Ke et al., 2013;
Cambios en la estructura del suelo microhabitats RobersoH 3 ’

Salinidad Permeabilidad Variacion en la riqueza

Aumento en la compactacion del suelo
Variabilidad del pH

y diversidad
microbiana

Firestone, 1993;
Smit et al., 2001)

Contaminantes

Toxicidad en el suelo

Posible contaminacion de la cadena
alimentaria

Mineralizacion de materia organica

Cambios en la actividad enzimatica
Fertilizacion limitada

Mayor tolerancia a
contaminantes
bacterianos
Resistencia
antimicrobiana

(Correa et al.,
2010; Ke et al.,
2013; Kuramae et
al., 2011; Lopes et
al., 2011;
Ramirez, Craine,
& Fierer, 2012)

Recuperado y modificado de Jaramillo & Restrepo, 2017.
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3.2 Distrito de Riego la Ramada

Un distrito de riego es un area que proporciona un sistema de irrigacion y drenaje constante
proveniente de pozos, estaciones de bombeo y/o derivaciones directas de infraestructuras
hidroagricolas; y que desde el siglo XX hace parte integral del desarrollo agricola y rural
en Colombia, como una forma de aprovechamiento para los suelos en la agricultura y el
cultivo de hortalizas frescas (Corporacion Autonoma Regional de Cundinamarca, 2010),
tanto en épocas de verano como en épocas de lluvia. La Unidad | que es la concerniente
al desarrollo de este estudio, principalmente toma aguas de la cuenca media del rio Bogota
que, a su vez, las transporta desde la Ciénaga del Guali y las drena por los canales
colectores que la constituyen, para finalmente botarla de nuevo al rio Bogota a través de

la estacion El Tabaco, cerca de la confluencia del rio Balsillas.

Como se mencion6 anteriormente el distrito de riego denominado La Ramada, esta

constituida por diferentes sistemas drenaje:

e Estacion de bombeo el Chicu, Canal el Chicu — La Florida

e Canal La Florida — Guali conformado por los canales “A”, “B” y “C” Tibaitata y San
José

e Canales colectores Venecia, Normandia y la Victoria

e Estacion de bombeo El Tabaco

e Estacion de Bombeo Mondofiedo

e Elazud

e Estacion de bombeo El Pino, Canales Acacias, Pedregal Oriental y Occidental
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Sistema de riego en
Colombia

nicie de proyectos de creacidn denaminadas

o Piblice® v se empleza la
ErTenas para su

aprovechamients en Colombia,

e
[

Por medio de las Carporacienes Autonomas
Regionales y el Instituto Colombiano de la
Refarma (INCORA). se adecuaron mas tierras y
se Incremento la inversion pliblica, ayudando a la
construccion de 14 Distritos de riego y drenaje en
el pais.

Se asigna el Instituto Colombiana de Hidroldgica,

Metearologia y Adecuacion (HITMA)

:

Creacion del Instituto Nacional de Adecuacion de
Tierras (INAT), entidad que continlio con |a
politica de transferencia y programa de rlego a

pequenia escala.

A partir de este afio la gestion de los principales

sistemnas de riego del pais, pasa a mano del

Instituto Colombiano de Desarrollo Rural,
(INCODER), incluyenda asi mismo: Distrito de
riege el Tridngulo del Tolima; Distrito de Riego del
Rancheria en la Guajira y el Distrito de Riego

Tesalia — Paicol en el Huila.

Figura 3-1. Sistema de riego en Colombia a través de los afios. Elaboracion propia.



12 Identificacion de bacterias resistentes a betalactamicos en aguas para riego
agricola en la Ramada, Cundinamarca

Igualmente, cabe resaltar que, durante el proceso de ampliacién, funcionan dos unidades
mas, las cuales corresponden a las etapas de ampliacion del Distrito de Riego y Drenaje

de la Ramada.

3.3 Reuso de aguas residuales en cultivos de hortalizas

El crecimiento acelerado de la poblacién, ha hecho que los recursos hidricos se utilicen de
manera indiscriminada, generando aguas contaminadas y siendo mas dificil su disposicion
y/o tratamiento, ya que, no solo contiene solidos suspendidos y sedimentados, sino a su
vez, albergar patbgenos como bacterias, hongos, parasitos y virus siendo potencialmente
graves para la salud del consumidor, asi como la proliferacion de vectores que ayuden a
la transmision de enfermedades. El re uso de aguas, se implementa principalmente en
periodos secos como una forma de aprovechamiento en la irrigacion de cultivos, siendo
una practica comun en paises desarrollados como Alemania, Australia, Estados Unidos,
Francia, Inglaterra y Polonia, y al ver el auge de su explotacién, otros paises en via de

desarrollo empezaron a utilizar este método (Silva et al., 2008).

Particularmente, en nuestro pais, el re uso de aguas se lleva a cabo para la irrigaciéon de
hortalizas frescas de consumo directo (lechuga, espinaca, acelga, apio, entre otras), donde
se toman directamente de los canales de riego después de ser captadas del rio Bogota; y
que, para su trazabilidad y su adecuado uso, se implementé en el marco legal el Decreto

1594 de 1984, donde se establece lo siguiente:

¢ EINMP de coliformes totales no debera exceder de 5.000 cuando se use el recurso
para riego de frutas que se consuman sin quitar la cascara y para hortalizas de tallo

corto.

e EINMP de coliformes fecales no debera exceder de 1.000 cuando se use el recurso

para el mismo fin del literal anterior.

Cabe destacar que, estudios realizados en esta zona exponen resultados alarmantes

sobre la calidad del agua, debido a que, los parametros microbiolégicos se encuentran
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sobreexcedidos de acuerdo a la normativa actual presentando un peligro sanitario para el

consumidor como el agricultor (Cardenas, & Guerrero, 2008; Campos et al., 2018).

La presencia de microorganismos en aguas crudas tratadas ha desarrollado problematicas
a lo largo de los afios por ser propagados principalmente por contacto directo entre
personas o por contacto indirecto (aire, agua, escorrentia o lixiviacion). Los agentes
patdégenos transmitidos por aguas residuales son dificiles de estimar, debido a diferentes
factores como la supervivencia en el medio ambiente, respuesta inmune del huésped y
dosis infectiva (Cirelli et al., 2012; Varela & Manaia, 2013). Pero cuando se considera un
contagio por el consumo de frutas u hortalizas, los parametros a estimar son el suelo
regado y el método empleado para riego, pero cabe mencionar que la probabilidad
aumenta cuando este tipo de alimentos entran en contacto directo con aguas crudas (Song,
Stine, Choi, & Gerba, 2006).

El déficit del recurso hidrico, los factores climaticos donde los periodos largos de sequia
aumentan y el calentamiento global al cual estamos sujetos, han intervenido para que la
poblacién mundial no tenga suficiente agua para satisfacer sus recursos primarios,
recurriendo al re uso de aguas residuales en el sector agricola, que por su alto contenido
en materia organica resulta econémicamente viable para el agricultor (Caovilla et al., 2010;
FAO, 2013). Pero autores como Tessaro, Sampaio, & Castaldelli, 2016 indican que no
deberian de usarse sin un tratamiento previo, principalmente por los riesgos que pueden
generar al medio ambiente y la salud humana, ya que, al contener una gran cantidad de
contaminantes organicos e inorganicos, sales y patégenos pueden afectar la productividad

de los cultivos (Becerra-Castro et al., 2015).

Por otra parte, productos antibiéticos, medicamentos, productos para el cuidado personal,
alteradores endocrinos y un sinfin de contaminantes emergentes son también de
preocupacion, puesto que, se han encontrado en cantidades alarmantes en este tipo de
aguas; un ejemplo son los antimicrobianos como ciprofloxacina y sulfametazol, los cuales
han demostrado acumularse en suelos y aguas por ser elementos de baja movilidad y tener
afinidad por material organico, ocasionando problematicas de contaminaciéon y a la
diseminacion de genes de resistencia mediante elementos moviles entre las bacterias
presentes en estos acuiferos (Dalkmann et al.., 2012; Fatta-Kassinos, Kalavrouziotis,
Koukoulakis, & Vasquez, 2011; Gozlan, Rotstein, & Avisar, 2013; Mufioz et al., 2009).
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3.4 Antibiéticos en aguas superficiales

El uso del agua residual como recurso para irrigar, es una practica constante en el sector
agricola, ya que, puede contener compuestos contaminantes que generan efectos
negativos en el ecosistema, puesto que sus altas tasas de transformacién/remocion se
pueden compensar por su introduccion continua en el ambiente (Gil, Soto, Usma, &
Gutiérrez, 2012), especialmente en aguas superficiales, cuyos criterios de calidad no se
han especificado y las PTAR convencionales no estan disefiadas para eliminarlos, siendo
motivo de preocupacion por sus altos indices en estos efluentes (Pal, Gin, Lin, & Reinhard,
2010).

Los contaminantes emergentes (CE’s), presentan caracteristicas que los hacen dificiles
para su degradacién/remocion, encontrandose en aguas superficiales, aguas
subterraneas, suministros de agua y una gran parte en las plantas de tratamiento, las
cuales resultan ser ineficientes, debido a los métodos convencionales que usan para
eliminar residuos (Bila & Dezotti, 2007). Dentro de los CE’s se encuentran los productos
farmacéuticos, los cuales hoy en dia estan tomando impacto, ya que, al estar presente en
estos efluentes, su naturaleza quimica que puede interactuar con la naturaleza iénica o no
ionica del suelo cuando se emplea en irrigaciéon (Ortiz, 2018). De acuerdo, a las
transformaciones fisico quimicas y biolégicas de este tipo de productos en el ambiente, se
pueden comportar como compuestos neutros, catidnicos, anidénicos o zwitteridnicos con

cargas negativas o positivas en funcion del pH.

Cabe resaltar que, para el desarrollo de este estudio, se tuvo en cuenta, solo el andlisis
y/o presencia de antibiéticos en aguas superficiales para uso agricola, debido al riesgo de
toxicidad que generan estos compuestos en el medio acuatico y por las diferentes
concentraciones (ng/L) que han venido apareciendo con mayor frecuencia en rios, lagos
entre otros (Huang et al., 2017; Kim, Kam, & Mok, 2015). Por otro lado, la presencia de
estos compuestos junto con microorganismos patdgenos o nativos de estos efluentes,
puede ayudar a la diseminacion de genes de resistencia, los cuales al proliferarse en el
tracto gastrointestinal y ser eliminados a través de heces, pueden propagar estos
mecanismos entre especies bacterianas. De igual modo, suprimiendo los procesos

bioquimicos como ciclo de nitrégeno, fosforo y las transformaciones intracelulares de
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polihidroxialcanoatos y glucégeno en etapas Oxicas y anoxicas (Wellington et al., 2013; Yi
etal., 2017).

Los antibiéticos una vez introducidos en el ambiente, se someten a procesos de sorcion,
desorcion y transformacion, permitiendo que se acumulen y se logren transportar a través
de escorrentia o lixiviacion a el agua superficial, donde de acuerdo a la naturaleza quimica
de estos compuestos (polaridad, hidrofobicidad y solubilidad en el agua) impactaran de
manera significativa en el ambiente, ya sea, por su pH o al poro del suelo, estas moléculas
podran protonarse o desprotonarse, ayudando a que exista una interaccion con la materia
organica y la superficies minerales reteniéndose en los ecosistemas (Grossberger, Hadar,
Borch, & Chefetz, 2014; Miller, Nason, Karthikeyan, & Pedersen, 2016; Park & Huwe, 2016;
Vasudevan et al.,2009).

La presencia de antibidticos tanto en el suelo como en el agua, han mostrado una
afectacion en la estructura microbiana, asi como en algas acuaticas, cianobacterias, peces
e invertebrados pueden presentar impactos en su crecimiento celular (Guo, Xie, & Chen,
2015). En la vida silvestre se ha encontrado que en ellos pueden acumularse compuestos
farmacéuticos en tejidos y son adquiridos principalmente por el consumo de ellos a través
de la cadena alimenticia; mientras que en seres humanos su salud se ve en riesgo por el
consumo de estos efluentes (Bean et al., 2014; Williams-Nguyen et al., 2016). En la Figura

3-2, se puede ver observar cémo los antimicrobianos pueden llegar al ambiente.

En el sector agricola, el uso de elementos contaminantes (antibidticos, herbicidas,
pesticidas) ha contribuido a la propagacion y reintroduccién de estos en ambientes
acuaticos, a través de aguas residuales que se usan para riego y la introduccion de
biosdélidos como fertilizantes, donde sus metabolitos y sus productos de transformacion ya
hacen parte del ambiente acuifero en paises como Europa (Thebo et al., 2017). En cambio,
paises como China, estudios han demostrado que es el principal productor y consumidor
de antibidticos, aumentando la presencia de residuos de farmacos en productos
ganaderos, desechos, agua y alimentos de consumo directo, ya que se consideran
reservorios vitales y biodisponibles (Tang et al., 2016). Por otro lado, en Colombia y
Ameérica Latina existen normativas para el uso de antibiéticos a nivel agricola y ganadero,
principalmente para tratamiento de enfermedades, profilaxis y promocién de crecimiento,

los cuales son supervisados por entes como ICA (Instituto colombiano agropecuario),
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INVIMA, INS (Instituto Nacional de Salud) y Ministerio de Salud y Proteccién Social (Arenas
& Melo, 2018) sin embargo, la cuantificacion de estos en aguas residuales se ha abordado
poco a poco y se ha convertido en una gran problematica por la falta de regulacién y por

el uso indiscriminado de estos en los sectores agricolas.

Manufactura de antimicrobianos

> ®-@.
®

PTAR

Uso de
antibidticos

Resistencia a
los antibidticos

Liberacién al
medio ambiente

Medio Ambiente

Figura 3-2. Manufactura de los antimicrobianos. Tomado y modificado O ’neill, 2015.

Actualmente, la normativa colombiana presenta un vacio respecto a las regulaciones de
productos farmacéuticos en aguas, debido a que no existen limites para su deteccion en
vertimientos, sino solo el monitoreo de parametros fisico quimicos y microbioldgicos en
aguas de uso agricola, de acuerdo al Decreto 1594 de 1984. La importancia de la deteccién
de antibidticos (CE’s) en aguas superficiales y sedimentos, han tomado gran relevancia en
los ultimos anos, por las altas concentraciones de antimicrobianos que se han encontrado
en el medio ambiente (Burke et al., 2016) y por la difusidon de genes a bacterias comensales

y bacterias patégenas (Luprano et al., 2016).

Estudios previos realizados por Hernandez et al., 2015, y Cubides, 2018 en la Ramada,
demostraron la cuantificacion de diferentes concentraciones de antibidticos, antiepilépticos
(carbamazepina), antihipertensivos (losartan) y drogas psicoactivas (cocaina,

benzoilecgonina, cafeina), siendo un posible riesgo para la irrigacion de cultivos, debido a
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la exposicion continua de los antibidticos con las bacterias presentes en el ambiente, asi
mismo, porque esto evidencia la mala disposicion de estas moléculas a los canales de

riego.

3.5 Resistencia a los antimicrobianos

La resistencia a antimicrobianos se considera un fendmeno intrinseco en bacterias, pero
el uso excesivo e inadecuado de antibiéticos, produce presion selectiva en las bacterias
conllevando a la elaboracion de diferentes mecanismos de resistencia que permitan su
sobrevivencia, requiriendo alternativas mas costosas y en ocasiones toxicas, para asi

eliminar la infeccién en el organismo (CDC, 2017).

En el afio 2014 la Organizacién Mundial de Salud, dio a conocer altos niveles de resistencia
a antimicrobianos, considerandose de gran importancia los que afectan principalmente el
tracto respiratorio y las vias urinarias denominados ESKAPE (Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa y Enterobacter spp). Su incremento en los ultimos afos se relaciona
principalmente por la codificacion de genes de resistencia, los cuales sufren mutaciones y
se insertan por transferencia vertical o mediante eventos que comprenden conjugacion,
transformacién y transduccién, por medio de elementos génicos moviles como DNA

extracromosal — plasmidos-, transposones o secuencias de insercion (Rice, 2008).

Asi mismo, las bacterias contienen una gran plasticidad genética, que les permite
responder a diferentes estimulos que les confieren un peligro para su supervivencia,
desarrollando mecanismos para adaptarse a los efectos dafiinos que producen los
antibioticos. Desde una perspectiva evolutiva, las bacterias utilizan principalmente dos
estrategias genéticas para defenderse de los ataques antimicrobianos, i) mutaciones en
los genes que se encuentran asociados con el mecanismo de accion de los antibidticos y
ii) la adquisicion de DNA foraneo mediante la transferencia horizontal génica (Munita et al.,
2016).
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i)

Mutacién genética

El cambio genético es uno de los mecanismos de resistencia que se considera
esencial para la evolucion y la diversificacion genética, puesto que, minimos
cambios en el DNA bacteriano, errores en la replicacion por medio de dafios
oxidativos y alquilacion, dan como resultado mutaciones que mantienen su
fidelidad gendmica en la replicacion dentro y entre generaciones, produciendo
inicialmente baja tasa de mutacion pero que, a largo plazo se ve favorecida por
su adaptacion (Woodford & Ellington, 2007). La presion selectiva por el uso de
antibioticos como R-lactamicos, ha sido también uno de los pilares para la
apariciéon de enzimas (TEM) mutantes, las cuales se derivan de poblaciones
susceptibles, preservandose en presencia de moléculas antimicrobianas, debido
a que cuando emerge una bacteria mutante resistente, el antibiético elimina la
poblacién susceptible y predominan las bacterias resistentes (Celis Bustos et al.,
2017; Thomas & Nielsen, 2005).

Transferencia horizontal génica

La transferencia horizontal de genes, es el principal mecanismo entre bacterias
para adquirir resistencia a los antibiéticos, como consecuencia, la adquisicién de
DNA se facilita durante los procesos de replicacion (Ali, 2018). Esta maquinaria
que esta codificada por genes, se puede integrar en plasmidos o elementos
moviles extra cromosomales, los cuales tienen una capacidad autbnoma para su
replicacion y expandirse mas alla de los clones especificos. Cabe resaltar, que la
transferencia de genes de bacterias ambientales a patéogenas se puede dar
porque comparten el mismo habitat (Bengtsson-Palme, Kristiansson, & Larsson,
2017). Igualmente, la selecciéon de antibidticos juega un papel importante para el
establecimiento de transferencia de genes a su nuevo huésped, por lo tanto, se
puede esperar que este tipo de transferencia se presente frecuentemente entre
bacterias ambientales en humanos y viceversa, en vista de que, este tipo de
microorganismos pueden funcionar como intermediarios o reservorios para que
actuen como receptores de genes de resistencia y transferirse para infectar a
individuos (Johnning et al., 2013; Porse et al., 2017).
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Finalmente, otro tipo de mecanismo eficiente utilizado por bacterias para la diseminacion
de genes de resistencia son los integrones, que son sistemas de recombinacion sitio
especifico, capaces de reclutar marcos abiertos de lectura en forma de casetes de genes
moviles. Los integrones proporcionan la adicion de nuevos genes en cromosomas
bacterianos junto con la maquinaria necesaria para garantizar su expresion (Manson,
Hancock, & Gilmore, 2010).

3.5.1 Mecanismos de resistencia

Los mecanismos de resistencia antimicrobiana constituyen un problema de salud publica
a nivel mundial, ya que su alto indice afecta de manera significativa al personal médico y
hospitalario para el manejo de las infecciones que son causadas por microorganismos
resistentes. Su aumento progresivo hace que los antibiéticos de uso comun reduzcan el
espectro, generando fallas terapéuticas, ya que, el uso erréneo o0 a veces innecesario,
potencia la aparicion de cepas resistentes a los antibidticos de mayor uso, por esta razon,
es indispensable un buen manejo y una adecuada formulacion de los antimicrobianos para
evitar que la resistencia se propague. En Figura 3-3 se pueden observar los mecanismos

de resistencia a antibidticos.

Cabe destacar que, los mecanismos de resistencia de antibiéticos como sulfonamidas y
trimetoprima son mas diversos en comparacion con los demas, ya que, no solo se incluye
alteraciones metabdlicas, sino también cambios mutacionales y en la permeabilidad celular
como sintesis de las nuevas enzimas que resultan ser resistentes a antibiéticos (Pazda,

Kumirska, Stepnowski, & Mulkiewicz, 2019).
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Figura 3-3. Blanco de los antibiéticos y ejemplos de mecanismos de resistencia para antibidticos

seleccionados. Tomado y modificado Pazda, Kumirska, Stepnowski, & Mulkiewicz, 2019.

Actualmente, el incremento de infecciones a nivel hospitalario como en la comunidad va
en aumento, especialmente las que son causadas por bacterias Gram negativas, debido
principalmente a la generacién o adquisicion de mecanismos de resistencia que ha
comenzado a diseminarse por el uso indiscriminado de antibioticos y la falta de vigilancia

y control en los diferentes sectores.

3.5.2 Mecanismos de resistencia de Bacterias Gram negativas

Este tipo de bacterias presentan un amplio conjunto de mecanismos de resistencia,
ocasionando mayores tasas de fracasos terapéuticos, aumento en la mortalidad y mayores
costos por prolongacion de estancia hospitalaria, por su capacidad de adaptacion y
seleccion frente a los antibidticos suministrados. Estas bacterias tienen varios mecanismos
de resistencia a antibiéticos, especialmente los betalactamicos, los cuales mediante la
produccion de betalactamasas rompen el anillo B-lactamico presente en los antibiéticos
Debido a la

presencia de estas enzimas y dependiendo del sitio de donde se ubiquen los genes, ya

alterando su mecanismo de accion y contribuyendo a su supervivencia.

sea, cromosomico o plasmidico pueden dar lugar a su expresion de tipo inducible o
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constitutiva (Marrero-moreno et al., 2017). De acuerdo con esto, los mecanismos de

resistencia se pueden categorizar en cuatro clases:

a. Modificacion enzimatica del antibiético
Las bacterias expresan enzimas capaces de modificar la estructura de los
antibiédticos para asi perder su funcionalidad. Igualmente, se puede lograr a
través de multiples vias bioquimicas (Munita et al., 2016; Tafur & Villegas,
2008).

b. Bombas de eflujo
Operan tomando el antibiotico del espacio periplasmico y expulsandolo al
exterior, con lo cual evitan que llegue a su sitio de accion (Vila, Marti, &
Sanchez-Céspedes, 2007).

c. Cambios en la permeabilidad de la membrana externa
Se da principalmente por cambios en la bicapa lipidica, principalmente por las
porinas que, debido a las modificaciones en su conformacion, puede llevar a
que no permita el paso de agentes en el espacio periplasmico (Vila et al.,
2007).

d. Alteraciones en el sitio de accién
Se presentan cambios estructurales en los sitios de accion de los antibiéticos,
a nivel de proteinas, (PBP - Proteinas de Union a Penicilina) especificamente
en los R-lactamicos (Cavaco et al., 2008). Este mecanismo es empleado

principalmente por las bacterias Gram positivas.

El tipo de enzimas que se presenta con mayor frecuencia en bacterias Gram negativas,
son las betalactamasas de espectro extendido (BLEES), las cuales actuan sobre el
antibiético, ayudando a proteger su pared celular principalmente el peptidoglicano. Su
aparicion surgié de mutaciones puntuales por genes bla SHV, bla TEM, bla CTX-My tipo
OXA, estas a diferencia de las anteriores, son de caracter plasmidico, facilitando su
diseminacion (Paola et al., 2016). Otras enzimas que revisten de importancia clinica son

las betalactamasas de tipo AmpC, presentes en algunas enterobacterias y en bacterias
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Gram negativas no fermentadoras; las cuales pueden ser adquiridas a través de plasmidos

o pueden ser codificadas por genes cromosomicos.

Por otro lado, las betalactamasas de tipo carbapenemasas se pueden considerar un tipo

muy versatil de enzimas, debido a que su hallazgo resulta ser plasmidico o cromosomico,

observando que las bacterias productoras de este tipo de enzimas hidrolizan

practicamente todos los R-lactamicos y también resultan ser generalmente resistentes a

antibiéticos como imipenem, meropenem, doripenem y ertapenem (Miao et al., 2019;

Nordmann & Poirel, 2014), los cuales pueden estar asociados a genes como Clase A: KPC,
Clase B: VIM, NDM e IMP, Clase D: OXA 48 y sus variantes OXA 162 y OXA 181), las

cuales se presentan en la Tabla 3-3:

Tabla 3-3 Clasificacion de carbapenemasas

Enzimas

Microorganismos

Localizacién genética

Sme, IMI, NmcA

Serratia marcescens
Enterobacter cloacae

Cromosomal

KPC

Klebsiella pneumoniae
Serratia marcescens
Enterobacter sp.
Pseudomonas aeruginosa
Citrobacter freundii

Plasmidica

GES

Pseudomonas aeruginosa

Plasmidica

L1, Ccra, CpHa, Bcll

Stenotrophomonas maltophilia
Bacteroides fragilis
Aeromonas hydrophilia
Bacillus cereus

Cromosomal

IMP, SPM, SIM, VIM, GIM
VIM, GIM

Serratia marcescens
Klebsiella pneumoniae
Pseudomonas aeruginosa
Enterobacter cloacae
Escherichia coli

Plasmidica

OXA (OXA-48)

Acinetobacter baumannii
Pseudomonas aeruginosa

Plasmidica, Cromosomal

Tomado y modificado Fica, 2014; Morosini et al., 2012.

En particular, este tipo de genes de resistencia a carbapenémicos son transportados

principalmente por plasmidos conjugativos, facilitando su transferencia horizontal entre
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especies bacterianas y a su vez, puede implicar otro mecanismo de resistencia como la
combinacion de disfuncion de porina con hiperproduccion de AmpC o BLEE (Logan &

Weinstein, 2017), capaz de propagarse, a través, de expansion clonal.

3.5.3 Herramientas para el diagnéstico microbiolégico

Resulta evidente que los avances tecnolégicos a través de los afos han permitido el
desarrollo de nuevas técnicas microbiolégicas. La amplia utilizacidon de estas nuevas
herramientas es el resultado de su gran sensibilidad, especificidad, velocidad vy
disminucion de costo, en otros términos, los laboratorios seran capaces de proveer
resultados estandarizados y reproducibles en menor tiempo de las muestras que se

analizan (Hervé, 2015).

Hoy por hoy, la identificacion bacteriana emplea métodos convencionales que se basan en
las caracteristicas fenotipicas (morfologia, propiedades metabdlicas y bioquimicas); ya que
tanto su ejecucion como los costos los hacen mas asequibles. Por el contrario, los métodos
genotipicos se exceptuan y suelen realizarse para las bacterias de dificil identificacion por

metodologia convencional.

No obstante, el cultivo continua siendo el Gold estandar para el aislamiento bacteriano, ya
que, permite su identificacion y la determinacion del perfil de sensibilidad a los diferentes

antimicrobianos y asimismo posibilita la aplicacién de marcadores epidemioldgico.

3.6 Identificacion y deteccion bacteriana

Para la identificacion y deteccién bacteriana, se han utilizado a través de los afos,
diferentes técnicas rutinarias que con el tiempo han venido avanzado gracias a la
tecnologia actual. Este tipo de pruebas incluyen aspectos fisioldgicos (caracteristicas
macroscopicas, morfologia celular, composicion de pared para diferenciar
microorganismos Gram positivos, Gram negativos y Acido alcohol resistente), crecimiento
en diferentes atmdsferas de incubacion, perfil bioquimico, uso de varios tipos de medios
de cultivo ya sean basicos, de enriquecimiento, selectivos, diferenciales o cromogénicos;
éstos ultimos detectan distintas enzimas producidas por los microorganismos hidrolizando
el sustrato y liberando un compuesto cromégeno. La especificidad llega a ser tan elevada

que en ocasiones soslaya la realizacion de pruebas confirmatorias para identificacion, ya
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que excluyen pruebas tradicionales como los sustratos bioquimicos y las mezclas entre
colonias (Sakhno, NgGunar, 2016). A nivel clinico, este tipo de metodologias han tomado
mas importancia, debido a que no solo la identificacion resulta ser prioritaria, sino también
los perfiles de susceptibilidad, por ello, algunos de estos Chromagares estan disefiados
especialmente para la deteccion de bacterias resistentes a algun farmaco tras cultivar

directamente el espécimen o un cultivo de vigilancia.

En contraste, técnicas de alta especificidad y sensibilidad como el uso de PCR (Reaccién
en Cadena de la Polimerasa) proporcionan datos genémicos y ayudan a una identificacion
mas rapida frente a los habituales debido a que permiten una mayor precision o
diferenciacion intra especie. Estas pruebas pueden detectar los genes que estan
implicados en la codificacion de mecanismos de resistencia, mientras que los métodos

fenotipicos solo pueden inferir una probable resistencia (Schwartz et al., 2003).

3.7 Perfil de susceptibilidad antimicrobiana

Como se menciond anteriormente en la parte clinica, los métodos de susceptibilidad son
requeridos para determinar la resistencia que pueden tener algunas bacterias a los
antibioticos que se usan de rutina para las infecciones; lo que ha permitido evidenciar el
incremento en la prevalencia en niveles de resistencia asi como su distribucién geografica
Comités internaciones como CLSI (Instituto de estandares clinicos y de laboratorio),
EUCAST (Comité Europeo de Pruebas de Susceptibilidad a los Antimicrobianos) se
encargan de determinar las concentraciones minimas inhibitorias, fundamentados en los
mecanismos farmacocinéticos y farmacodinamicos de resistencia, desafiando grupos de
bacterias frente a antibiéticos especificos (Varadi et al., 2017) para emitir guias, que

puedan ser utilizadas e interpretadas por los clinicos.

3.8 Identificacién fenotipica

Los métodos fenotipicos son aquellos que permiten mediante expresiones proteicas,
determinar e identificar géneros bacterianos por test bioquimicos, los cuales contienen en
su bateria fuentes de carbono, nitrdgeno y metabolitos que son utilizados por la bacteria

para su desarrollo.
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3.8.1 Test bioquimicos

Para la deteccion de patdgenos es indispensable el uso de medios de cultivo diferenciales
que tienen indicadores bioquimicos (pH, azlucares, metabolitos) y/o selectivos, los cuales
ayudan a indicar la presencia de microorganismos patdgenos (Lagier et al., 2015). Dentro
de los sistemas comerciales bioquimicos tipicos, se encuentra la incorporacion de
productos que acidifican o fermentan el medio como azucares, igualmente, aminoacidos y
enzimas que permiten la identificacién bacteriana. Actualmente, la inoculacién y lectura de
estos test se puede realizar de forma automatizada, reduciendo el tiempo de identificacion

de 2 a 3 horas y evitando errores durante el proceso (Buszewski et al., 2017).

3.8.2 Medios Cromogénicos

El uso de medios de cultivo ha sido vital desde décadas anteriores para lograr el
crecimiento bacteriano. Hoy en dia su uso es fundamental para el diagnéstico clinico, ya
que, su empleo sirve para el screening de patdégenos que han adquirido algun tipo de
resistencia antimicrobiana como Enterococos vancomicina resistente, Gram negativos con
resistencia a carbapenémicos y la deteccion de betalactamasas de espectro extendido
(Ravea et al., 2019), mediante actividad enzimatica. El avance en nuevos métodos para la
rapidez e identificacion microbiana, han permitido que este tipo de técnicas tradicionales,
se complementen con sustratos enzimaticos que los hacen tanto diferenciales como
selectivos, debido a que, el uso de inhibidores o antibidticos impiden el crecimiento de
bacterias no deseadas, con el objetivo que las que crezcan puedan colorearse debido a su

metabolismo mediado por los sustratos que contiene el medio (Perry, 2017).

Particularmente, en el caso de microorganismos que contienen BLEES (betalactamasas
de espectro extendido) y de carbapenemasas, se han creado agares cromogénicos, que
pueden detectar rapida y precisa las bacterias productoras de estas enzimas, mediante la
incorporacion de cefalosporinas (ejemplo ceftazidime) e inhibidores para el crecimiento de
bacterias Gram positivas o Gram negativas, como se puede observar en la Figura 3-4
(Frickmann, Masanta, & Zautner, 2014).

En el caso puntual de Enterobacterias que adquieren enzimas carbapenemasas como
IMP, NDM, VIM, KPC y OXA 48, por medio de plasmidos se emplean para su deteccion
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cromorientadores con suplementos como meropenem o ertapenem (Tangdén & Giske,
2015).
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Figura 3-4. Medio Cromogénicos (ChromID CARBA) empleando una comblnacic’)n de sustratos
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cromogénicos para la deteccién de carbapenemasas en Enterobacteriaceae. Las colonias rojas

pertenecen a E. coli y verde azulosas a K. pneumoniae (imagen cortesia BioMérieux).

3.8.3 Herramientas de Diagnéstico microbiolégico

Por otro lado, los sistemas automatizados en la nueva era han tomado fuerza para ser
empleados de manera rutinaria en los laboratorios de diagnostico e investigacion, debido
principalmente a la rapidez y confiabilidad en los resultados que manejan, ya que, en
comparacion con otras herramientas, resulta ser mas facil y menos erréneo a la hora de la
interpretacion. De acuerdo con esto, se pueden encontrar en la actualidad diferentes

alternativas como se muestran a continuacion:

a) MicroScan
Es una herramienta que permite la identificacion y susceptibilidad bacteriana que
utiliza como método de deteccion turbidimetria, mediante el uso de paneles
abiertos, donde se emplea un inéculo de 0.5 Mc Farland para bacterias de facil
crecimiento el cual es dispensado en 96 pocillos que contienen diferentes
concentraciones de antibiéticos. Mediante el software que emplea el equipo, se
puede detectar la MIC (Concentracion minima inhibitoria) de las cepas evaluadas y
compararlas con las de referencia para asi establecer el perfil de sensibilidad

(Sainz, Basile, & Zandanel, 2017). Igualmente, esta tecnologia utiliza un sistema de
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fluorescencia para la deteccion de los sustratos que metabolizan las bacterias y

lograr su facil identificacion.

Por otro lado, MicroScan ofrece tres paneles para emplear de acuerdo a la

necesidad del estudio:

e ID (Identificacion).

e AST (Susceptibilidad).

e |ID/AST (NC66 Bacterias Gram negativas, PC34 Bacterias Gram positivas y
YST Levaduras).

L] WMl__ L ] L] ad ‘ L]

o,
Seleccion de Preparacion del Panel de Resultados con
colonias inoculo inoculacién con MicroScan System
RENOK

Estandarizar el indculo La  estabilidad  del Use el software
sin turbiedad. usando indculo permite  la  |n,culacién simultanea LabPro suite para el
el indicador Sistema flexibilidad en el flujp 4, gg pocillos para andlisis y gestion de
de inoculacion de trabajo. facilitar el trabajo. datos.

Figura 3-5. Montaje de MicroScan para la identificacion y evaluacion de la susceptibilidad

microbiana. Tomado y modificado Coulter, 2011.

La gran desventaja que tiene este sistema son los diferentes errores que se pueden
presentar por una inadecuada o deficiente inoculacion por parte del analista, ya que, al
tener un montaje manual preliminar, aumentan los errores post-analiticos presentando
para el caso de susceptibilidad falsas resistencias o falsas susceptibilidades, haciendo que
el proceso no se reproducible y los resultados que arrojen puedan ser invalidados o

inconsistentes.

b) VITEK
Es un sistema cerrado empleado tanto para la identificacion de microorganismos
como para evaluar el perfil de susceptibilidad de las cepas aisladas a nivel clinico,
industrial y ambiental; utiliza una serie de tarjetas que, de acuerdo con el género

bacteriano se debe emplear:
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¢ GN (Bacilos Gram negativos fermentadores o no fermentadores).
e GP (Bacilos Gram positivos fermentadores o no fermentadores).
e YST (Levaduras).

e BCL (Bacilos Gram positivos formadores de esporas).

Mediante un sistema Optico de transmitancia permite la interpretacion de reacciones
usando diferentes longitudes de onda en un espectro visible, es decir, mide la turbidez o
los productos coloreados del metabolismo del sustrato (pruebas bioquimicas para la
identificacion) y mediante una base de datos donde se encuentran colecciones de cepas
caracterizadas de diferentes ambitos, logra identificar una variedad de microorganismos
(Pincus, 2010).

En cambio, para la evaluacion de la susceptibilidad, los aislamientos de las bacterias se
inoculan en una serie de pocillos que contienen diferentes concentraciones de antibiéticos
de acuerdo a la tarjeta empleada de manera automatizada, VITEK controla el crecimiento
mediante turbidez de cada uno de ellos hasta detectar una cantidad minima de crecimiento
bacteriano (US Enviromental Protection Agency Office of Pesticide, 2016) y relacionandolo
mediante la MIC de referencia, obteniendo a las 18 horas los mecanismos de resistencia
que poseen las bacterias testeadas. Una gran ventaja de esta tecnologia es el sistema

cerrado que emplea y el efecto indculo no se ve afectado.

3.9 Espectrometria de masas

La espectrometria de masas ayuda a identificar y cuantificar moléculas mediante el analisis
de las relaciones masa carga de iones moleculares, principalmente se ioniza las células
microbianas con pulsos de laser cortos y se acelera las particulas en un sistema vacio
utilizando un campo eléctrico, donde se obtienen “huellas digitales” en forma de perfil de
espectros, que se especifican para cada microorganismo. Este espectro se compara con
una base de datos existente, lo que resulta en su identificacién por un programa
automatizado (Hou, Chiang-Ni, & Teng, 2019).
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En la Figura 3-6, se observan las diferentes técnicas empleadas para la identificacion
microbiana, desde las mas tradicionales hasta las mas avanzadas que se utilizan en los

laboratorios de microbiologia:

Medios
Cromogénicos

Técnicas
bioguimicas

Técnicas de
microscopia

= +* +* -

Medios Campo oscuro Tradicionales PCR
tradicionales Campo brillante  Media PCR en tiempo real
SEM API RFLP
TEM Crystal i!:GE i i
Vitek Irosecuenciacion
C.LSM i Maldi TOF MS
Microscopia .
invertida Espectometria de
masas
GC
LC
Maldi TOF

Espectometria

Figura 3-6. Métodos de identificacion microbiana: medios cromogénicos y microscopicos, técnicas

bioquimicas y moleculares. Tomado y modificado Franco-Duarte et al., 2019.

El analisis protedmico, tiene una gran ventaja y es la poca muestra que se necesita para
la identificacion, ademas de utilizar diversas fuentes; por un lado, a nivel celular, péptido o
por un complejo de proteinas (Aebersold & Mann, 2003). El analisis protedmico se enfatiza
ademas en la calidad, como la identificacién o determinacion de la cantidad de proteinas
de la muestra. Para llevar a cabo este proceso, inicialmente se identifica y luego se

caracteriza; para este ultimo, se pueden emplear:

e MS Top-down (Proteinas intactas).

e MS Botto-mup (Digestion de proteinas, analiza la mezcla de péptidos).
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Asi mismo, existen diversas estrategias para caracterizar modificaciones de proteinas
donde se incluyen glicosilacion, fosforilacion, puentes disulfuro, acetilacion, ubiquitinacion
y metilacion (C. Xu et al., 2019). Cabe resaltar, que para la industria farmacéutica y
biotecnoldgica la glicosilacion es una modificacion para las proteinas recombinantes,
ayudando a su estabilidad y solubilidad.
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4. METODOLOGIA

4.1 Area de estudio

La zona de estudio se situa en la Sabana Occidental de Cundinamarca, especificamente
en el Distrito La Ramada (Ver Figura 4-1), la cual estd comprendida por un area de riego
de 18000 hectareas y se ubica entre los municipios de Mosquera, Funza, Madrid, Tenjo,
Cota y Bojaca. Esta area geografica comprende areas agricolas, agropecuarias y zonas
tanto industriales como domésticas (Corporacion Autonoma Regional de Cundinamarca,
2010). Los canales que estan delimitando este Distrito son: Estacién de bombeo Chicu,
Canal La Florida, Canales “A”, “B” y “C”, Tibaitata y San José, Canales colectores Venecia,
Normandia y La Victoria y estacion de bombeo para drenaje El Tabaco, que corresponden
a la Unidad I; la Unidad I, se contemplan etapas de ampliacién por la necesidad de

establecer un sistema hidraulico de manejo ambiental y de control de inundaciones.

Para la realizacion de este trabajo, se tuvo en cuenta los datos recolectados con
anterioridad de la Unidad | del Distrito de Riego la Ramada, Cundinamarca por parte del
grupo RESA (Resilencia y Saneamiento Ambiental) de la Universidad Nacional de
Colombia e informacion de los trabajos por parte del equipo del laboratorio LIA que han
venido trabajando en esta zona durante un largo periodo de tiempo (Arglello & Bustos,
2018; Cubides, 2018; Calle, 2005; Chacon, 2003; Torres, 2004) y principalmente, porque
las aguas captadas para la irrigacion de cultivos de la Ramada, se captan de la cuenca
media del rio Bogota, las cuales llegan a la Ciénaga el Guali para una depuracion, y
atraviesan la troncal de Occidente, alimentando inicialmente los canales A y B, para
posteriormente irse drenando a través de los siguientes canales, para finalmente llegar a
la estacion de Tabaco, donde se recolectan las aguas de la Unidad | y nuevamente

devolverlas al rio Bogota.



32

Identificacion de bacterias resistentes a betalactamicos en aguas de uso
agricola en la Ramada, Cundinamarca

Por otro lado, se obtuvo informacion de la CAR (Corporacion Autdbnoma Regional) para

observar como ha venido variando la calidad del agua en esta region y asi mismo,

establecer los puntos de muestreo.

‘ N
Funza 'y '

Sitio 4~ ™

Figura 4-1. Zona de muestreo, Distrito de Riego la Ramada.
Fuente: Sanchez, 2021

Sitio 1, Tabaco:

Se encuentra ubicado en las coordenadas: Latitud 4.634444°, Longitud -74.240309.
Es uno de los puntos donde se concentra la mayor cantidad de cultivos de
hortalizas de la Sabana Occidental de Cundinamarca; en este lugar se situan
canales de riego, los cuales son alimentados por aguas provenientes del Rio
Bogota, es considerado un sector de produccion netamente agricola, que abastece
de hortalizas a diferentes partes del pais (Ver Figura 4-2)
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Figura 4-2. Zona de produccion agricola de hortalizas, El Tabaco.
Fuente: Sanchez, 2021.
Se escogié como uno de los puntos de muestreo del proyecto, debido a que
pertenece al Distrito de Riego la Ramada y por el impacto que tiene por el uso de
aguas superficiales para uso agricola.

e Sitio 2, Canal Venecia:
Es uno de los canales de agua utilizados para irrigacion agricola, que se encarga
de conducir aguas hasta el Distrito de Riego la Ramada. Se encuentra ubicado en
las coordenadas: Latitud 4.679243°, Longitud -74.241064°. Esta zona al igual que
la del Sitio 1, se caracteriza por la presencia de actividades agricolas junto con la
crianza de ganado vacuno para la produccion lactea (Ver Figura 4-3).

Figura 4-3. Zona de actividad agricola, Canal Venecia. Fuente propia.
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Es un area de importancia para el estudio, debido a que, en este punto al recibir
descargas de aguas residuales domésticas, genera un problema de salud publica,
ya que, este tipo de efluentes superficiales se utilizan para irrigar los cultivos de la
zona, no solo afectando el consumidor, sino a su vez al suelo por la cantidad de
contaminantes que pueden traer consigo estos vertimientos, debido a que pueden

afectar el crecimiento de los cultivos.

Sitio 3, Centro agropecuario Marengo:

Es el centro de investigacion de la Universidad Nacional de Colombia, este se
encuentra ubicado en el Km 14 de la carretera Central de Occidente que comunica
Bogota con el municipio de Mosquera, Cundinamarca (Latitud 4.683125°, Longitud
-74.218966°). Cuenta con 97,4 hectareas de extension para el desarrollo de
actividades agricolas y agropecuarias. Esta zona se selecciond, para dar
continuidad a los estudios anteriores (Cubides, 2018) y por ser un sitio donde se
utiliza agua para el riego de cultivos provenientes del Distrito de Riego (Ver Figura
4-4)

Figura 4-4. Centro de investigacion agricola y agropecuario de la Universidad Nacional de

Colombia, Marengo. Fuente: Sanchez, 2021.

Nota: Los tres primeros sitios se escogieron principalmente por la concentracién neta agricola que
se evidencia, junto con la crianza de animales (vacuno, porcino y avicola) en el centro de
experimentacion del sitio 3 y asi mismo, por la poca influencia de actividades antropogénicas en

estas areas y asi mismo, por dar continuidad a los estudios previos realizados en la zona.



Capitulo 4 35

Sitio 4, Barrio Villa Cety:

Este barrio se encuentra ubicado en el municipio de Mosquera, Cundinamarca
(Latitud 4.690720, Longitud -74.197369°), el cual, durante afios se ha observado
un incremento en la poblacion, como la construccion de colegios y zonas
residenciales, las cuales se mezclan con la produccién de actividades agricolas,
asi mismo, se pudo evidenciar la descarga de vertimientos de aguas domesticas
directamente a los canales de riego (Ver Figura 4-5)

Figura 4-5. Zona de muestreo, Barrios Villa Cety. Fuente: Sanchez, 2021.

Es un punto de interés, por la influencia negativa que tienen estas descargas
directas a los canales de riego, ya que, los pocos cultivos encontrados alli, se irrigan
con estas aguas, siendo una problematica por la carga contaminante tan alta que

contiene.

Sitio 5, Entrada a barrios:
Se encuentra ubicado en la carretera Central de Occidente (Latitud 4.698042°,
Longitud -74.196457) que comunica Bogota con el municipio de Mosquera,

Cundinamarca. Principalmente, lo alimenta las aguas provenientes de la ciénaga el
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Guali. Es un punto de muestreo importante, ya que, se queria observar la calidad
de las aguas de este canal antes de su ingreso a el sitio 4 y el sitio 6, es decir, se
evalu6 antes de ser intervenida por las descargas residuales domésticas y
agroindustriales (Ver Figura 4-5).

Figura 4-6. Zona de muestreo, Entrada a Barrios. Fuente: Sanchez, 2021.

Sitio 6, Barrio El Lucero:

Situado en el municipio de Mosquera (Latitud 4.692900°, Longitud -74.190544°),
con una alta influencia de sectores industriales, agricolas y residenciales. Esta
area, representa problema debido al gran aumento de la poblacion en esta zona,
ya que, al estar ubicados los canales de riego de la Unidad | del Distrito de la
Ramada, hace que sea vulnerable a contaminaciones externas por parte de
vertimientos residuales generados alli (Ver Figura 4-7)
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e ;i

Figura 4-7. Zona de actiwdes agromdustriales y residnciales, Barlo el Lucero. Fuente:
Sanchez, 2021.

El principal interés de este sitio de muestreo, fue observar como al ser una zona
agroindustrial y residencial se ve influenciada por las descargas puntuales de aguas
residuales generadas en esta zona, siendo empleadas para irrigar cultivos y poder seguir
monitoreando la calidad del agua que se ha visto afectada por el desarrollo de actividades
antropogénicas.

Para la seleccion de las dos campafas de muestreo, se tuvo en cuenta el promedio de las
precipitaciones desde el afio 2001 hasta el afio 2019, donde se seleccioné una temporada
seca, la cual estuvo comprendida entre los meses de Julio a Agosto (10 muestreos) y una
temporada lluvia comprendida por los meses Junio, Octubre y Noviembre del afio 2019 (6
muestreos), donde se recolectaron un total de 16 muestreos en los 6 sitios seleccionados

con anterioridad, como se observa a continuacioén, en la Tabla 4-1:
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Tabla 4-1 Cronograma de muestreo en época seca y época lluvia.

Epoca
Puntos de muestreo Fecha de muestreo Fecha de muestreo
Temporada Seca Temporada Lluvia
02/07/2019 06/06/2019
26/07/2019 11/06/2019
31/07/2019 18/10/2019
Sitio 1.
Sitio 2. 08/08/2019 19/10/2019
Sitio 3. 12/08/2019 12/11/2109
g:::g g- 31/08/2019 14/11/2019
Sitio 6. 04/09/2019
12/09/2019
15/09/2019
20/09/2019

Elaboracién propia.

4.2 Materiales y métodos

4.2.1 Recoleccion de muestras

Se recolectaron un total de 96 muestras por sitio, tanto en temporada seca, como en
temporada lluvia. Se realiz6 la toma de muestra siguiendo el protocolo del LIA-PT-002, el
cual establece los parametros de calidad para su adecuada recoleccion (elementos de
bioseguridad, volumen de las muestras, recipientes limpios y estériles, temperatura de
conservacion de la muestra, transporte y analisis). Igualmente, se pudo analizar
parametros in situ como pH (SM 4500 H+ B), Conductividad (SM 2510 B), Temperatura
(SM 2550 B) y Oxigeno disuelto (SM 5210 B); mientras que en el laboratorio se analizaron
otros parametros como fésforo (SM 4500 P), nitrogeno (SM 4500 N), sulfatos (SM 4500
S04 %), cloruros (SM 4110 B) y sdlidos disueltos (SM 2540 D).

Se tomaron muestras para los siguientes analisis fisicoquimicos: DQO por (SM 5220 C)
con termorreactor Spectroquant TR 420 y titulador automatico Mettler Toledo DL 50, DBOs
por (SM 5210 B, 4500-OG) y COT (SM 5310) y para el analisis microbiolégico de la
deteccion de microorganismos como Escherichia coli y Coliformes totales se tuvo en

cuenta la técnica de filtracidon por membrana por Chromocult® (ISO 9308-1). Cabe destacar
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que al principio del estudio se establecieron criterios de seleccion para su aislamiento, es
decir, que fueran bacterias Gram negativas pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae,
que presentaran un crecimiento masivo en chromorientadores (agares selectivos con

antibiéticos betalactamicos) y, por ultimo, que fueran de interés clinico.

Para su procesamiento, se tomaron 200 mL de agua superficial en frascos de vidrio
previamente esterilizados y marcados, los cuales estuvieron acompafiados con la
informacion de la cadena de custodia correspondiente. Las muestras fueron conservadas
en neveras portatiles a 4°C hasta llegar al laboratorio de ingenieria ambiental de la
Universidad Nacional de Colombia, donde se almacenaron en neveras (SM 1060), para
posteriormente ser analizadas de acuerdo con los estandares para analisis de aguas. Para
el analisis de antibidticos en agua superficial para uso agricola, se tuvo en cuenta el

siguiente procedimiento:

4.2.2 Analisis y extraccion de antibiéticos

Para la determinacion de los antibidticos de las muestras de agua para irrigacion agricola,
se llevd a cabo, previamente la preparacion de patrones de los antibidticos para su
deteccién, donde inicialmente se tomaron 100 mL de agua desionizada por triplicado en
balones aforados de 100 mL y a cada réplica se le agreg6 el patron de antibiéticos para
ajustar una concentracion final de 50 ng/ Kg. Una vez agregados los patrones se dejaron
estabilizando por 24 horas para que la matriz absorbiera el antibiético (Biel-Maeso, Corada-
Fernandez, & Lara-Martin, 2017; EPA, 2007). Transcurrido este tiempo se procedio a
realizar la recuperacién de los antibioticos con la metodologia propuesta y descrita por
Hernandez et al., 2015:

¢ Inicialmente, se hizo un pre acondicionamiento de los cartuchos OASIS HLB
(60mg/3cc), con 6 mL de agua Milli-Q y 6 mL de metanol. Posteriormente, se pasé
un volumen de 100 mL de cada una de las 96 muestras que previamente fueron
centrifugadas 15 minutos a 3500 rpm, en cartuchos mediante un filtrado por vacio
y se filtraron en un poro de 0.45 ym, con el fin de retirar los solidos suspendidos

que se encontraban en el agua.
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e Posteriormente, los analitos se eluyeron con 5 mL de metanol y fueron evaporados

en un bafio maria a una temperatura de 35°C.

¢ Finalmente, los extractos se reconstituyeron a un volumen final de 1 mL con
metanol y se transfirieron a viales de cromatografia, luego se hizo analisis por LC-
MS / MS.

4.2.3 Aislamiento de Coliformes totales y Escherichia coli

Para el aislamiento de bacterias, se empled la técnica Chromocult® (ISO 9308-1), la cual
consiste en pasar 100 mL de la muestra por un filtro de membrana que va conectada a una
bomba de vacio; para el desarrollo del estudio, previamente se realizaron diluciones
seriadas (10" a 107) para lograr eliminar solidos suspendidos presentes en el agua.
Finalmente, se llevaron a incubar 24 horas a 37°C en agar Chromocult, el cual es un medio
de cultivo cromogénico diferencial para el analisis microbioldgico de Escherichia coli y

Coliformes totales en muestras de agua (Merck Millpore, 2014).

Figura 4-8. Imagen representativa de la identificacion de Bacterias Gram negativas por el método
Chromocult.

Para seleccionar las cepas de interés se escogieron aquellas que cumplieran con
caracteristicas microscopicas al ser Bacilos Gram negativos y caracteristicas
macroscopicas como morfologia, textura, tamafio y color (Anexo 3). Para purificar se
hicieron pases en agar MacConkey, un medio de cultivo selectivo para observar la

morfologia de las colonias y que no presentaran algun tipo de contaminacion.
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4.2.4 Seleccidén de bacterias con posible resistencia

Para la seleccion de las cepas, se tomaron en cuenta los criterios de seleccién
mencionadas en el numeral 4.2.3. Posteriormente, se realizaron pases en medios de
cultivo cromogénicos selectivos (Agar CARBA CHROMID®, Biomérieux y Agar ESBL
CHROMID®, Biomérieux), para determinar si las enterobacterias aisladas tenian
resistencia a antibidticos betalactamicos. Aquellas que resultaran tener crecimiento
masivo, y un cambio de color en los cromorientadores, se seleccionaron para realizar su
posterior analisis de resistencia por medios automatizados. Para evaluar el desempefio de
los cromogénicos se emplearon cepas control como Klebsiella pneumoniae ATCC 700603
positiva para ESBL (Betalactamasas de espectro extendido) y Klebsiella pneumoniae
ATCC BAA1705 positiva para KPC productora de carbapenemasas. (Ver Figura 4-9).

Figura 4-9. Cepas control Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 positiva para ESBL y Klebsiella
pneumoniae ATCC BAA1705 positiva para KPC.

4.2.5 Identificacion bacteriana

Para la seleccion de las cepas, se tuvo en cuenta el crecimiento masivo en los
Chomorientadores tipo ESBL y CARBA, y por la coloracién presentada en estos medios
de cultivo. De acuerdo con esto, las cepas que presentaron estas caracteristicas,
posteriormente fueron sembradas en agares de enriquecimiento (Agar Sangre,
Biomérieux) durante 18 horas a 37°C, con el fin de aislar las colonias e identificarlas
mediante espectrometria de masas MALDI-TOF, teniendo en cuenta el procedimiento
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establecido por VITEK® MS, Biomérieux (Anexo 5). Estos analisis se llevaron a cabo

gracias a la colaboracion de la Doctora Rocio del Pilar Morales Delgado.

4.2.6 Determinacion del perfil de resistencia

Las cepas seleccionadas de acuerdo a los criterios de seleccion y del numeral 4.2.5, se
les determino el perfil de resistencia mediante la técnica automatizada VITEK® 2
COMPACT, la cual se llevdé a cabo en las instalaciones de Agrosavia gracias a la
colaboracion de la Doctora Pilar Donado. Esta técnica consisti6 en preparar una
suspension bacteriana con 3 mL de solucion salina al 0.45%, donde se debe comparar con
el estandar 0.5 McFarland con DENSICHEK® Plus, en el caso de bacterias Gram
negativas se ajustoé la turbidez McFarland en un rango de 0.5 a 0.63. Posteriormente, se
agregaron 3 mL de solucion salina a otro tubo, al cual se le transfirieron 1.45ul mediante
una micropipeta calibrada de la suspension inicial; luego cada tubo se coloca en una
estacion Smart Carrier, junto con las tarjetas de susceptibilidad; en este caso se utilizaron
las AST-GN 93 que son exclusivas para bacterias Gram negativas, finalmente se realizé

la programacion de las tarjetas en el equipo y se obtuvieron resultados a las 18 horas.

4.3 Analisis estadistico

Para el presente estudio se determiné emplear un analisis de componentes principales
(ACP), el cual permitio relacionar y asociar los resultados obtenidos. Para este anadlisis se
agruparon 16 variables tomando valores propios mayor que 1 y las cargas factoriales se
consideraron significativas por encima de 0,7, lo que permitié tomar los tres primeros
factores que reportan una varianza significativa excluyendo los dos ultimos factores por
ruido (Conti, lacobucci, Cucina, & Mecozzi, 2007), esto se hace con el fin, de verificar
similitudes y diferencias mediante el diagrama diferencial, el cual fue desarrollado por el
programa Grapher version 14. Las variables relacionadas fueron nitrogeno total (NTK),
oxigeno disuelto (OD), conductividad eléctrica (CE), potencial de hidrogeno (pH),
temperatura, demanda quimica de oxigeno (DQO), demanda bioquimica de oxigeno
(DBOS5), carbono organico total (COT), solidos suspendidos totales (SST), sulfatos,

cloruros, fosfatos, nitritos y nitratos y NMP de coliformes totales y fecales.

Este analisis se desarrolld6 mediante el software Statistica version 10.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con los informes de las precipitaciones del Centro de investigacion Marengo
de la Universidad Nacional y la CAR de los meses comprendidos entre Junio a Diciembre
del afio 2001 al 2019, se pudo establecer las dos campanas de muestreo para el presente
proyecto (Temporada seca y Temporada Lluvia), donde los meses de junio, octubre y
noviembre correspondian a temporada lluvia, mientras que para temporada seca se
tuvieron en cuenta los meses de julio, agosto y septiembre (Ver Grafica 5-1) y asi mismo,
porque el inicio experimental del estudio se tenia proyectado para el segundo semestre del
ano 2019. Teniendo en cuenta esto, se tuvieron un total de 16 muestreos, los cuales fueron

de vital importancia para tener una reproducibilidad en los datos.

Promedio mensual de las precipitaciones en la
Ramada, Cundinamarca
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Grafica 5-2. Media de las precipitaciones mensuales de los afios 2001 a 2019 en el Distrito de

Riego la Ramada, Cundinamarca. Elaboracién propia.
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Por otro lado, y teniendo en cuenta los estudios previos realizados por Cubides, 2018 se
puede observar como actividades antropogénicas y los asentamientos urbanos se han
venido desarrollando cerca de los canales de riego, influyendo en la calidad del agua, ya
que, informes anteriores de la CAR vy los resultados obtenidos dentro de este estudio,
confirman el alto contenido de contaminantes microbiolégicos y quimicos, dado que, las
descargas de agua residual industrial y doméstica se realizan a través de los canales,

siendo una problematica, debido a que aguas abajo son usadas en la irrigacion de cultivos.

5.1 Medicién de parametros In situ

En este estudio se evalud la calidad del agua de riego de La Ramada, y lo resultados de
los parametros medidos in situ se muestran en la Grafica 5-3. Se presentaron diferencias
significativas entre sitios y temporadas climaticas, donde se puede observar como los
valores promedio de pH en temporada seca para los sitios 1, 2 y 3 se encontraron cerca
de valores neutros (pH 7), mientras que para los demas sitios en temporada lluvia,
oscilaron entre valores de 6.5 y 7.5, siendo el rango mas alto obtenido en esta campana.
Cabe resaltar, que estos resultados estan acordes a los establecidos por el Decreto 1594
de 1984 para riego agricola (4-5 a 9) siendo viables para su uso. Por otra parte, los valores
de OD (Oxigeno disuelto) mostraron una variabilidad entre ambas temporadas,
observando valores por debajo de 2 mg/L siendo similares a los reportados por Arguello y
Bustos 2018 y Cubides 2018 en el area de estudio; mientras que en el sitio 5 en temporada
seca se pudo obtener un valor por encima de 6 mg/L siendo el valor mas alto entre ambas

campafas.

Los valores de OD obtenidos son comparables con aguas que reciben descargas de aguas
residuales domesticas sin tratar, debido a la alta carga de materia organica que se
presentan en estos cuerpos de agua (Cubides, 2018; Kadlec & Wallace, 2009; Torres,
2004). Asi mismo, cambios en la temperatura de estos efluentes pueden afectar el grado
de saturacion de este parametro, ya que, un aumento en la temperatura provoca la
disminucion de la concentracién de oxigeno y afectar procesos de degradacion (Abella y

Martinez, 2012), en los canales de riego se pudo establecer mediciones entre 15 a 18 °C.

Es importante destacar, que en época seca la disminucion del flujo hidrico, puede conllevar

a que igualmente el OD disminuya y la degradacion de compuestos organicos por
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microorganismos se incremente, conllevando a condiciones anoxicas en este tipo de

ambientes acuaticos (Boman, Wilson, & Ontermaa, 2012).
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Grafica 5-3. Promedio de OD (mg/L™" Oz), pH y conductividad (uS/cm) en aguas de uso

agricola del Distrito de Riego de la Ramada.

Por otra parte, la medicion de la conductividad presentd variaciones significativas entre
temporada, observando como en temporada seca se presentaron los valores mas altos
principalmente por el aumento de iones disueltos cuando el flujo hidrico disminuye y asi
mismo, por la posible descarga de aguas residuales que se esta generando a los canales
de riego (Van Vliet y Zwolsman 2008). Mientras que, el sitio 4 y el sitio 6 en ambas
temporadas fueron los que obtuvieron valores por encima de 700 mg/L, y esto se debe al
incremento y a la concentracion de actividades antropogénicas alrededor de los canales,
siendo un indicador de contaminacién generada por aguas residuales. Valores altos en la
conductividad pueden presentar una afectacion en el desarrollo de cultivos por
enfermedades en la raiz, junto con la alteracién de las estructuras de los tejidos en las

plantas si son irrigadas con este tipo de efluentes contaminados.

Cabe senalar que, la conductividad eléctrica no se tiene establecida dentro de la normativa
de agua para uso agricola, pero si es un buen parametro que indica contaminacién por
vertimientos de aguas residuales, como lo manifiestan los estudios de Rahimi, Kalantari,

Sharifidoost, & Kazemi, 2018, donde presentan valores de 750 uS/cm, como consecuencia
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de un alto contenido de cargas contaminantes organicas e inorganicas, comparandolos

con los de este estudio donde se evidencio variaciones de los valores para este parametro.

Por su parte, los valores obtenidos en temporada lluvia para los sitios 1,2,3 y 5, se deban
al efecto dilucion y a la accién de arrastre de sedimentos por procesos de escorrentia
superficial por lluvia (Ospina Zufiiga, Garcia Cobas, Gordillo Rivera, & Tovar Hernandez,
2016).

5.1.1 Determinacion de nitrégeno, fosforo, sulfatos y cloruros

En lo que respecta, a la determinacién de nitrégeno, nitratos, nitritos, sulfatos, cloruros y
fosfatos en aguas se presentan en la Tabla 5-1 observando la variabilidad de los resultados
en cada uno de los sitios. Se obtuvieron altos contenidos de Nitrégeno total en cada uno
de los sitios evaluados, tanto para temporada lluvia como para temporada seca, observado
valores por encima de 5 mg/L"" N-NTK, siendo extremadamente contaminadas por
nitrégeno, el cual puede provenir de actividades agricolas por el uso de fertilizantes y
presencia de estiércol de animales o heces humanas (FAO, 2013) o por la descarga de
aguas residuales domésticas, ya que, valores por encima de 1.75 mg/L son caracteristicos

de este tipo de vertimientos.

También se pudo observar la presencia de nitratos y nitritos en todos los sitios en ambas
temporadas, donde la variaciéon de nitratos oscilo entre 0.1 a 0.5 mg/L, mientras que para
nitratos fue de 0.1 a 4 mg/L, siendo mas altos en temporada lluvia e inclusive estando por
encima de los resultados reportados por Cubides, 2018. Igualmente, este tipo de
concentraciones no deben estar por encima de 0.25 mg/L y 0.05 mg/L en aguas
superficiales, ya que, favorecerian no solo procesos de eutroficacion, sino que pueden
disminuir los niveles de oxigeno disuelto y a ocasionar en los cultivos una

sobreestimulacion del crecimiento.

Del mismo modo, se analizé la presencia de fosforo total en aguas de irrigacion agricola y
los resultados se presentan en la Tabla 5-1. , donde se evidencia variaciones de 0.7 a 5
mg/L en ambas temporadas, superando los niveles establecidos en aguas superficiales
(0.23 mg/L), la cual puede ser atribuida al uso de compuestos agroquimicos y por posibles

descargas de vertimientos urbanos e industriales cerca a los canales de riego, igualmente



Capitulo 5 49

se podria considerar que estas aguas estan realizando procesos de eutroficacion, las
cuales permiten crear una atmosfera andxica y permitiendo que el oxigeno disuelto
disminuya como se pudo evidenciar en este estudio (Singh, 2016), y en particular,

ayudando a la proliferacion de plantas acuaticas en la superficie de estos efluentes.
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Tabla 5-1. Media de parametros fisico quimicos medidos en aguas de re uso agricola del Distrito de Riego la Ramada.

Promedio datos

Promedio datos

Parametros Sitios Rango Epoca Lluvia Rango Epoca Seca
NTK (mg/L" N-NTK) Sitio 1 0.3a13.44 10,02 2.24 a10.08 5,63
Sitio 2 8.4a17.36 12,73 2.8a15.12 8,34
Sitio 3 52a13.72 9,66 3.36 a 11.76 7,84
Sitio 4 6.16 a 23.24 14,28 0.84 a 85.68 19,28
Sitio 5 0.84 a 38.08 8,73 0.3a72.8 22,68
Sitio 6 14 a 26.76 18,71 2.8 a59.64 31,42
Nitritos (mg/L-' N- NO3) Sitio 1 0.1 0,1 0.1 0,1
Sitio 2 0.1a0.3 0,05 0.1a0.9 0,18
Sitio 3 0.1a0.8 0,3 0.1a0.6 0,17
Sitio 4 0.1a1.3 0,8 0.1a0.26 0,12
Sitio 5 0.1a1.1 0,28 0.1 0,1
Sitio 6 0.1a23 0,51 0.1a0.3 0,25
Nitratos (mg/L' N- NO2) Sitio 1 0.1 0,1 0.1a0.75 0,2
Sitio 2 0.1a3.6 0,77 0.1a0.57 0,28
Sitio 3 0.1a34 0,94 0.1a0.60 0,24
Sitio 4 0.1a121 4,52 0.1a0.54 0,14
Sitio 5 0.1a5.8 1,77 0.1a0.38 0,15
Sitio 6 0.1a5.1 1,82 0.1a4.2 1,19
Sulfatos (mg/L" SO,-) Sitio 1 0.1a123.9 83,55 0.1a323,9 202,63
Sitio 2 0.53a129.3 32,13 0.1 a270,8 96,44
Sitio 3 2.3a188.6 81,47 37.1a256.2 144,01
Sitio 4 70 a 222.96 105,64 16.1 2 259.8 126,49
Sitio 5 12.6 a 107.7 43,99 0.1 a 187,51 61,3
Sitio 6 26.5a116.8 75,43 47.6 a 308.76 148,09
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Fosfatos (mg/L"! PO,*) Sitio 1 0.51a4.3 3,68 0.2a8.14 2,28
Sitio 2 0.2 a 15.21 3,33 0.2a4.8 1,8
Sitio 3 0.2a49 3,38 02a1.5 0,76
Sitio 4 0.2a3.8 2,48 0.212.8 2,1
Sitio 5 0.2a49 1,28 0.2a9.3 1,64
Sitio 6 0.2a284 2,07 0.2a12.2 5,28

Cloruros (mg/L" Cl-) Sitio 1 0.9a97.3 70,18 0.1a114.7 67,68
Sitio 2 0.66 a 104.2 57,14 0.1a111.2 55,45
Sitio 3 26.3a111.8 62,08 18.6 a 79.2 53,69
Sitio 4 0.08 a 109 66,06 17.9 a 391.7 84,76
Sitio 5 13 a 130.7 60,72 0.1a105.8 45,88
Sitio 6 25a55.6 44,49 46.9a97.2 73,95
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Con relacion a la medicion de iones (sulfatos y cloruros), se pudo establecer valores por
encima de 40 mg/L en ambas temporadas y en los diferentes sitios de muestreo, siendo
concentraciones altas en comparacion con las reportadas por Cubides, 2018. Visto que, la
presencia de actividades antropogénicas y actividades agricolas (como el uso de
fertilizantes organicos y minerales) cerca a los canales de riego se ha venido incrementado,
la presencia de compuestos como sulfatos y cloruros se ve considerado por vertimientos
de aguas residuales domesticas e industriales sin tratar (Wasim Aktar, Paramasivam,
Ganguly, Purkait, & Sengupta, 2010). Ademas, concentraciones mayores a >150 mg/L de
sulfatos resultan ser inapropiadas para ser usadas como riego por la toxicidad que puede
presentar a los cultivos y por presentar desbalances nutricionales en las plantas (Pivic,

Stanojkovic-sebi¢, Maksimovi¢, Josi¢, & Dini¢, 2018).

5.1.2 Determinaciéon DQO, DBOs y COT

En la Grafica 5-4 y en la Tabla 5-2, se observa la media de los valores reportados en los
sitios muestreados para la evaluacion de parametros como de DBOs, DQO y COT. Se
presentan los valores mas altos de DBOs y DQO correspondientes a el sitio 2 y a el sitio 6,
obteniendo valores por encima de 400 mg/L en ambas temporadas superando los valores
reportados anteriormente por Argliello & Bustos, 2018 y Cubides, 2018, mientras que para
los demas sitios se pudo observar rangos de 36 mg/L a 136 mg/L para DBOs, mientras que

para DQO los valores oscilaron entre 53 mg/L a 215 mg/L para ambas temporadas.

Los resultados obtenidos para DBOs, aseguran que las aguas de los canales de riego
agricola estan contaminadas por aguas residuales sin tratar, ya que, Mishra et al., 2017
plantea que valores por encima de 15 mg/L en aguas superficiales, se deba a que
contienen una alta concentracion de material organico. Igualmente, valores por encima de
200 mg/L para DBOs son caracteristicas de aguas residuales, evidenciando como estos
efluentes para riego contienen similitudes por los valores establecidos en este estudio.
Mientras que, para valores por encima de 400 mg/L son establecidos para areas
industriales, viendo la influencia de actividades antropogénicas en estos canales (Lazcaro,
2016).
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Gréfica 5-4. Media de valores de DQO (mg/L Oz), DBOs (mg/L O2) en aguas de uso agricola del

Distrito de Riego la Ramada.

Ademas, los resultados para DQO (Grafica 5-4) donde nuevamente los sitios 2 y 6
obtuvieron los maximos valores en ambas temporadas en comparacion con los demas
sitios con valores por encima de 1000 mg/L. Esto refleja como aguas industriales

posiblemente se estan vertiendo a los canales de riego (Sitio 6) predominando material
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inorganico, el cual no puede ser degradado biolégicamente y quedando a su vez, en los
sedimentos y resuspendido en las aguas superficiales (Boman et al., 2012). En cuanto a,
el sitio 2 su incremento es debido al material vegetal presente en la superficie de estos
efluentes, ya que, al degradarse el material particulado puede quedar suspendido e

inmovilizado.

Tabla 5-2 Media de COT de los diferentes sitios de muestreo medidos en aguas de re uso
agricola del Distrito de Riego la Ramada.

Parametros Sitios Rango Promedio da’fos Rango Promedio datos
Epoca Lluvia Epoca Seca
COT (mg/L) Sitio 1 8.3a36.8 16,67 56a 137 34,01
Sitio 2 72a7125 296,28 11.3a2134.7 44,43
Sitio 3 10.5 2 36.8 19,2 9.4a315 22,83
Sitio 4 7.5a33 17,45 9a182.6 50,42
Sitio 5 49a953 31,42 23.3a2170.4 61,97
Sitio 6 266.5 131,15 24.8 a 164.4 72,59

Elaboracién propia.

En cuanto a los niveles reportados para COT se registraron rangos entre 16 mg/L a 296
mg/L en temporada lluvia, mientras que para temporada seca los valores oscilaron de 22
mg/L a 72 mg/L en los diferentes sitios, debido a la degradacion de materia organica por
parte de microorganismos como Coliformes presentes en estas aguas de riego, ya que,
nutrientes como nitrégeno y fosforo (medidos en el presente estudio y mencionados en el
numeral 5.1.1) funcionan como fuente principal de alimento para su desarrollo y
proliferacion, disminuyendo los niveles de oxigeno y agotando el oxigeno disponible para
las formas superiores de vida acuatica, conllevando a que parametros como pH,

temperatura y DBOs, se vean afectados (Dou et al., 2013; Ganjegunte et al., 2018).
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Grafica 5-5. Media obtenida para determinar S.S.T mg/L en aguas de uso agricola en el Distrito

de Riego la Ramada.

Sucesivamente, también se pudo observar el comportamiento de los datos para la
determinacion de los Solidos Suspendidos Totales (SST), los cuales mostraron una gran
variabilidad entre sitios y entre temporada como se muestra en la Grafica 5-5. Se
presentaron valores mayores para el sitio 2 con valores de 6000 mg/L para temporada
lluvia y 3600 mg/L en temporada seca, seguido por el sitio 5 y sitio 6 con valores entre 99
mg/L a 3500 mg/L, superando lo reportado por Cubides en el afio 2018. Cabe mencionar,
que los SST se pueden incrementar por la cantidad de material organico e inorganico
particulado que se mantiene en suspension y que resultan ser un indicador de vertimientos
de aguas residuales, asi pues, contribuyendo también a la disminucién de oxigeno disuelto
y a un aumento de valores de DQO y DBOs (Bolafios et al., 2015).

5.1.3 Determinacion de Coliformes totales y Escherichia coli

Para la determinacion de Escherichia coli y Coliformes totales, se tuvo en cuenta lo

establecido por el decreto 1594 del 1984 mencionado anteriormente, donde se pudo



56 Identificacion de bacterias resistentes a betalactamicos en aguas de uso
agricola en la Ramada, Cundinamarca, Cundinamarca

observar una variacion significativa entre temporadas y entre sitios. Se presentan valores
por encima de 5000 NMP/100 mL para Coliformes totales en el sitio 4 y en el sitio 6,
mientras que para Escherichia coli el sitio 4, sitio 5 y sitio 6 estan sobreexcedidos en
temporada seca, y en temporada lluvia estos mismos sitios junto con el sitio 1 presentan
una mayor concentracion de estos microorganismos, siendo un riesgo de salud publica, ya
que, estudios realizados por Rock et al., 2019 aseguran que frutas y hortalizas irrigadas
con aguas no tratadas y con altos indices de contaminacion microbiana funcionan como
reservorio y al ser de consumo directo, el consumidor tiene mayor riesgo de presentar

enfermedades de tipo gastrointestinal.

Con relacion a, los datos presentados (Ver Grafica 5-5), cabe destacar que los sitios donde
se observan un mayor numero de microorganismos fecales, pueden provenir de
actividades de urbanas y agricolas, siendo las actividades urbanas las que presentan los
valores mas altos, lo que indica que asentamientos urbanos pueden favorecer la
proliferacion de microorganismos fecales, ya que, al no realizar un tratamiento previo antes
de su uso en la agricultura, pueden ser descargados directamente a los canales por
vertimientos de aguas domésticas y/o por escorrentia de desechos animales (Inyinbor et
al., 2019; Lees., 2016), y que al presenter altos niveles de materia organica pueden
estimular el crecimiento bacteriano (Shankar & Kapoor, 2010), correlacionandolo con las
altas concentraciones de DBOs, DQO y nutrientes reportados en este estudio (Grafica 5-4
y Tabla 5-2).

En cambio, para el periodo de lluvia la variacion de los datos en los sitios 1, 2 y 3 para la
determinacion de Coliformes y E. coli, se puede atribuir por la afluencia de particulas
suspendidas, asi como las caracteristicas de la materia organica y cohesiva que se
encuentran en los canales de agua por los sucesos de escorrentia o lloviznas durante la
época de muestreo (Pachepsky et al., 2016; Pandey & Soupir, 2013). Cabe resaltar, que a
pesar de que no se tengan tratamientos previos para su uso, este tipo de aguas son

utilizadas de una manera practica y comun para la irrigaciéon de cultivos en Colombia.
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Grafica 5-6. NMP/100mL de Coliformes totales y E. coli en aguas de uso agricola del Distrito de

Riego la Ramada.
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No obstante, cabe mencionar que los sitios con actividad netamente agricola, obtuvieron
valores por encima de lo establecido por la normatividad colombiana, indicando que este
tipo de microorganismos pueden provenir del suelo, asi como de la escorrentia de las
actividades avicolas, bovinas y porcinas (Mouhamad, Hussein, Alsaedi, y Nasif, 2017) que

se desarrollan en la finca experimental de la Universidad Nacional.

Autores como Balkhair, 2016, afirman que el contacto directo con estas aguas no tratadas
puede generar riesgo de enfermedades de origen diarreico y a nivel entérico por el
consumo directo de productos agricolas que han sido irrigados con aguas contaminadas,
donde se pueden encontrar microorganismos fecales en altas concentraciones (4000 a
6000 NMP/100mL) asi mismo, porque las personas que manipulan estos efluentes tienen

un peligro mas alto de adquirir enfermedades infecciosas.

Este tipo de resultados exponen que probablemente en los canales de riego se descargan
aguas residuales domésticas y agricolas, evidenciando como desde el afio 2004 hasta el
presente afio la situacion se ha venido agravando con el tiempo segun lo reportado
previamente por Arglello & Bustos, 2018; Cubides, 2018 y Torres, 2004. En conclusion,
estos resultados muestran que los cultivos estan siendo irrigados con aguas contaminadas

con material fecal.

5.1.4 Analisis de componentes principales

Para el presente estudio se determind usar un enfoque multivariante (Analisis de
componentes principales), para establecer la relacion entre las variables estudiadas. Este
analisis multivariado, permite investigar un conjunto de datos multidimensionales con
variables cuantitativas. Asi mismo, proyecta las observaciones de espacios dimensionales
mediante factores, los cuales se interpretan de acuerdo con la correlacion que tengan entre

ellos.

Como se observa en la Grafica 5-6, existe una gran variacion de todos los datos
evaluados, observando una correlaciéon positiva entre DQO, DBOs, COT, Coliformes
totales, Escherichia coli, temperatura y fosfatos, ya que, al realizar el analisis de cada factor
se considero que estadisticamente si se presentan valores cercanos o iguales a p=0.7 son

significativos; mientras que los cloruros resultaron tener una correlacion negativa, es decir,
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cuando aumentan las variables mencionadas anteriormente, este parametro disminuye
gradualmente.

O
04

0.2

actor 2

F:

-0.2

0.4

g |

0.8

0.

. 2
04 o @

06 ,
FaCtOr 1 6 S L
0b

Grafica 5-7. Analisis PCA de los datos evaluados en agua para uso agricola en Temporada seca.

De acuerdo con esto, se puede determinar que el crecimiento y proliferacion de bacterias
patégenas como Coliformes totales y E. coli se da por la degradacién de la materia
organica rica en nutrientes como nitrogeno y fésforo, los cuales pueden provenir
principalmente de las descargas de aguas residuales domésticas y actividades agricolas,
evidenciando rangos de 10* a 10" NMP/100 mL en este tipo de efluentes usados para
irrigacion en cultivos de consumo directo (Ver Grafica 5-8).
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Teniendo en cuenta, que este tipo de microorganismos puede desarrollarse en pH de 6 —
8 y sobrevivir a temperaturas de 4 a 45 °C (Bozaslan et al., 2016), este tipo de nichos
funcionan como fuente principal para su desarrollo y su procedencia esta dada por
contaminacion fecal. Mientras, que la relacion de parametros de COT, DQO y DBOs, esta
dada por los indices de material organico e inorganico que presentan estos efluentes por
las posibles descargas de aguas residuales, en cambio la presencia de cloruros contribuye
al contenido total de sal, aumentando las concentraciones de iones y solidos

sedimentables totales en los canales de riego agricola.

Por otro lado, en temporada lluvia se correlaciona de manera negativa variables como pH,
OD, fosfatos, SST, Sulfatos, DBOs y DQO (Anexo 1), indicando que las actividades que se
desarrollan alrededor de los canales de riego no afectan en gran medida la calidad del

agua (Grafica 5-9).
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Grafica 5-9. Analisis PCA en agua para uso agricola en Temporada Lluvia.

Las variables que se estudiaron para el analisis de ACP estan relacionadas entre si, debido
a que el agua residual presenta material organico como inorganico, favoreciendo el
crecimiento de bacterias patdégenas, que al desagradar estos compuestos se observa un
mayor consumo de oxigeno en ambas temporadas para los sitios 1, 2, 3, 4 y 6 (Grafica 5-
2). Cabe mencionar que, variables como nitritos, sulfatos, Coliformes totales y E. coli
(Anexo 2) en aguas de uso agricola favorecen procesos como la desnitrificacion, y a su
vez, ayudan a que estas bacterias indicadoras de contaminacion fecal, puedan proliferarse
y acumularse en estos efluentes por la cantidad de nutrientes organicos e inorganicos que

se encuentran alli.
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5.2 Antibiéticos en aguas de uso agricola

El area del Distrito de agua de la Ramada, Cundinamarca es suministrada principalmente
por la cuenca media del Rio Bogota y posiblemente, es alimentada por descargas directas
de aguas residuales urbanas y/o urbano industriales de las actividades antrépicas que se
desarrollan cercan del area de la Ramada. Desde el afio 2004 se llevaron a cabo estudios
por Arglello & Bustos, 2018 y Cubides, 2018 para el monitoreo de la calidad del agua para
uso agricola, donde se pudo observar la presencia de contaminantes emergentes de tipo
antibiéticos como clindamicina, azitromicina, trimetoprima, sulfametoxazol y ciprofloxacina
en concentraciones de ng/L en aguas superficiales, especialmente en las zonas donde la
presencia de poblacién ha incrementado; siendo de vital importancia su deteccion por las
consecuencias que genera la presencia de estos metabolitos con la flora microbiana

acompafante en estos medios acuaticos.

Estudios a nivel mundial sobre la deteccion de antibidticos en aguas residuales, han
demostrado como los ambientes acuaticos actuan como reservorio para albergar estas
sustancias y como fuentes de propagacion de antibiéticos, ya que, la mayoria de ellos se
metaboliza hasta un 40% en el organismo, pudiendo ser excretados a través de heces y
orina y prevaleciendo en los ecosistemas, debido a que muchos de ellos son de baja
afinidad con el agua (Log Kow), quedando inmovilizados en el suelo y en sedimentos
(Bougnom & Piddock, 2017; WHO, 2014). El aumento de las concentraciones de estos
compuestos en aguas para fines agricolas sugiere que el mecanismo para su disposiciéon
final es deficiente, ya que, muchos de ellos son eliminados, a través, de efluentes sin
ningun tipo de restriccion y que al ser expuestos constantemente con microorganismos
nativos y/o patégenos pueden ejercer presiones selectivas y favorecer el desarrollo de

mecanismos de resistencia (Bielen et al., 2017).

De acuerdo con esto, se decidid cuantificar compuestos antibidticos en aguas de uso
agricola, donde se pudo evidenciar la presencia de clindamicina, azitromicina,
trimetoprima, sulfametoxazol y ciprofloxacina, mientras que para antibiticos
betalactamicos no se pudo establecer concentraciones, debido a que no hubo deteccion
de ellos en estos efluentes. Se obtuvieron valores promedio de clindamicina de 2 ng/L a
29 ng/L en ambas temporadas para los diferentes sitios de muestreo, siendo el sitio 4 el

que presento un alto valor en comparacion con las demas zonas de estudios (Grafica 5-8)
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y esto se deba posiblemente a que su uso se incremente para el tratamiento de
enfermedades respiratorias (temporada lluvia). Por otro lado, es un antibiético que es
utilizado ampliamente en el sector salud humano y agropecuario para el tratamiento de
infecciones y que al ser excretado a través de heces hasta un 70% puede ser transportado
a través del agua residual hacia los canales de riego y bioacumularse en los suelos
agricolas (Chen, Vollertsen, Nielsen, Gieraltowska Dall, & Bester, 2015).
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Grafica 5-8. Concentracion en ng/L de Clindamicina en aguas de uso agricola en los diferentes

sitios de muestreo.

Cabe sefialar que, tanto la legislacion nacional e internacional no comteplan la
cuantificacion de compuestos emergentes (Antibioticos, medicamentos) en aguas
superficiales, ni en aguas residuales, generando asi una problematica de salud publica,
debido a que no se tiene una vigilancia y control para el uso de antimicrobianos, trayendo
consigo un incremento en la proliferacion de microorganismos resistentes a diferentes
antibioticos, ya sea, por un uso indiscriminado o por la exposicion de estos metabolitos con

la flora bacteriana presente medios acuaticos (Azzam, Ezzat, Othman, & El-Dougdoug,
2017).

En comparacion con los estudios realizados por Cubides, 2018 y Hernandez et al., 2015
en la zona de la Ramada, Cundinamarca, se pudo evidenciar la prevalencia de
clindamicina en todos los sitios de muestreo (valores por encima de 5 ng/L), indicando

como el desarrollo de las actividades humanas influyen alrededor de los canales de riego,
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debido a que al realizar vertimientos directos de agua residual doméstica, estos
compuestos pueden acumularse, ya que resultan ser de dificil degradacion (Cubides,
2018). Cabe resaltar que, estas investigaciones han sido Utiles para conocer inicialmente
la situacién actual de los contaminantes farmacéuticos en los canales, porque se ha
evidenciado su presencia continua en aguas agricolas, ya que, como se menciono
anteriormente con los estudios previos realizados en esta zona los datos reportados se
encuentran por encima de 5 ng/L observando que no existe ninguna disminucién de estos

en aguas superficiales.

Por otro lado, se encontrd la presencia de azitromicina ( Ver Tabla 5-3) en cantidades
promedio de 1.7 ng/L a 1156 ng/L en temporada lluvia, mientras que en temporada seca
se observaron valores promedio de 0.8 ng/L a 39.2 ng/L posiblemente a que este
antibiético contiene un Log Kow de 4.02 haciéndolo mas estable y de dificil degradacién
en el medio ambiente. Igualmente, se hizo la comparacion con los resultados de Alygizakis
et al., 2020 donde se encontraron concentraciones maximas de 262 ng/L en aguas
residuales tratadas para uso en el agricultura ocasionando problemas no deseados en la
salud humana y animal por su consumo y desencadenando efectos como la generacién
de mecanismos de resistencia a diferentes antimicrobianos. Con relacion a los datos
obtenidos, es importante mencionar que las concentraciones observadas tanto en
temporada lluvia como en temporada seca posiblemente se deban a que existe un alto
indice de prescripciones de este antibidtico para tratar infecciones bacterianas de tipo

humano como de tipo animal (Panthi et al., 2019).

Tabla 5-3. Rango de concentraciones (ng/L) de antibiéticos presentes en los diferentes sitios de
muestreo.

Antibisticos Temporada lluvia Temporada seca
Sitios Media Minimo Maximo Media Minimo Maximo
Sitio 1 54 1,2 16,1 0,8 0,1 2,3
Sitio 2 3,1 0,1 12,3 0

Azitromicina Sitio 3 2,7 0,8 53 4,1 0,2 10,3
Sitio 4 1156,3 3.1 5549,4 39,2 6,8 78,9
Sitio 5 1,7 0,1 2,5 1,5 1,5 1,5

Sitio 6 2,1 1,6 2,5 13,2 2,9 23,6
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Antibisticos Temporada lluvia Temporada seca
Sitios Media Minimo Maximo Media Minimo Maximo
Sitio 1 180,2 16,9 395,8 194,7 37,3 280,1
Sitio 2 232,7 21,8 783,3 171,3 88,1 247,2

Trimetoprima Sitio 3 158,7 14,3 340,3 230,3 124 347,7
Sitio 4 141,7 3,5 314,7 209 29,5 304,6
Sitio 5 202,4 17,7 4455 238,2 8,4 583,2
Sitio 6 452,3 34,7 1642,4 485,2 81,9 1905,6

Antibisticos Temporada lluvia Temporada seca
Sitios Media Minimo Maximo Media Minimo Maximo
Sitio 1 0,5 0,2 1,1 0,4 0,02 1,09
Sitio 2 0,4 0,9 1,6 0,3 0,05 3,5

Sulfametoxazol Sitio 3 0,7 0,1 4.4 0,6 0,2 1,2

Sitio 4 2,1 0,1 6,8 2,1 0,4 6,8
Sitio 5 4.8 0,1 40 4,5 0,1 4.4
Sitio 6 11,5 2 35,5 99,1 29 518,9

Elaboracién propia.

Por la preocupacién que se tiene por el reporte de residuos de antibidticos en aguas, este
antimicrobiano es uno de los que actualmente esta siendo monitoreado por la comision de
la Unién Europea (EU COM 2015/495), la cual establece valores 19 ng/L de PNEC (que
esta definida como concentraciones previstas sin ningun efecto) en aguas superficiales y
si se excede puede generar una alta toxicidad (Umwelt Bundesamt, 2020),
correlacionandolo con los resultados de la Tabla 5-3 en donde el sitio 4 sobrepasa este
valor tanto en época lluvia como en época seca, debido principalmente a que es uno de
los antibidticos mas prescriptos y que se encuentra comunmente en aguas residuales
tratadas y sin tratar provenientes de efluentes domésticos y de hospitales (Kulkarni et al.,
2017). Cabe resaltar que, el canal donde se realiz6 el muestreo esta cerca de zonas
residenciales y colegios, observando como las descargas de aguas residuales se realizan

directamente a los canales de riego.

Ademas, se pudo observar la presencia de trimetoprima en los 6 sitios de muestreo,
obteniendo valores promedio de 141 ng/L a 452 ng/L en temporada lluvia y temporada
seca valores promedio de 171 ng/L a 480 ng/L, mientras que para sulfametoxazol el sitio
que presento un valor mas alto en comparaciéon con los demas fue el sitio 6 con un
resultado de 99 ng/L en temporada seca y 11,5 ng/L en temporada lluvia (Error! Reference

source not found.3), y esto se deba por el incremento urbano en este sector y por las
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actividades que se desarrollan cerca al canal agricola, ya que, si no se cuenta con sistemas
de alcantarillado y de vertimientos, estos desechos generados pueden ser descargadas
directamente a estos efluentes. Al realizar la comparacion con los valores establecidos por
la Unién Europea, el cual establece un valor de 600 ng/L (Draft of annual average and
PNEC of active pharmaceutical ingredients; as at May 2020), y con los obtenidos dentro
de este estudio, los sitios de muestreo no logran pasar estos estandares trayendo consigo
problematicas de salud publica y posiblemente un incremento de bacterias resistentes a
los antimicrobianos. De acuerdo con esto, estudios Araujo ef al., 2017 han descrito que el
agua de irrigacion es la mayor fuente de contaminacion en productos agricolas, debido a
que, estas bacterias al ser de origen entérico pueden colonizar el intestino y al ser
expulsados a través de la heces pueden llegar a las aguas residuales que al mezclarse
con aguas superficiales sin ningun tipo de tratamiento pueden ayudar a la diseminacion de
genes de resistencia por elementos moviles como plasmidos. Las concentraciones de
sulfametoxazol obtenidas en el sitio 6 fueron mas altas segun lo reportado por Cubides,
2018 en la misma area estudio, ya que, se reporté un valor de 28 ng/L. Trabajos realizados
por Baquero, Martinez, & Canton, 2008 aseguran que la presencia de trimetoprima y de
sulfonamidas en aguas superficiales se deba a un uso constante por parte de la poblacion
asi como en granjas porcinas y avicolas, ya que, estos compuestos al tener un bajo Log

Kow (<1) no es comun que se encuentren en aguas superficiales.

Al realizar una correlacion de la presencia de antibidticos en los diferentes sitios de
muestreo, se evidencia como el sitio 3 en temporada lluvia resulta ser el dia en donde mas
se cuantifico (ng/L) trimetoprima, seguido del sitio 1 donde se reporté concentraciones de
230 ng/L (Grafica 5-9), en contraste con la temporada seca, donde el sitio 6 mostré valores
por encima de 400 ng/L, de acuerdo con estos resultados se puede deducir una posible
resistencia para este farmaco, que aunque no fue objeto de este estudio la relacién que se
presenta con este antibidtico es alta, ya que, en las bacterias recuperadas como E. coli
lograron presentar una resistencia a trimetoprima del 63.7%, seguido de un 50% para
Citrobacter freundii y Klebsiella spp (Tabla 5-4); ello puede obedecer a varias situaciones:
1. A una disposicion de farmacos no utilizados adecuadamente (incineracion, hogares,
eliminacion por desagles); 2. Disposicion final (efluentes de hospitales); 3. Excrecion

animal o humana; promoviendo la generacion de microorganismos resistentes y
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alteraciones en la actividad enzimatica del microbiota, lo cual afecta los procesos de
biodegradacioén y ecosistemas acuaticos (Guo et al., 2015).
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De acuerdo a esto, y segun lo reportado por la literatura para la década de los 70 y
principios de los 80 TMP/SMX fue empleado para tratar bacterias Gram negativas y Gram
positivas causantes de infecciones de vias urinarias, gastrointestinales, vy
respiratorias. Ello mostraba que histéricamente E. coli, Klebsiella spp; y Enterobacter spp,
eran muy susceptibles a este antibiético y las infecciones urinarias sin complicaciones eran
faciles de tratar (Olson, Harrell, & Kaye, 2009). Sin embargo, el tratamiento por parte de
estos antibidticos se redujo considerablemente, debido al aumento de la resistencia
bacteriana producto de los diferentes mecanismos que emplean las bacterias para no

verse afectadas por el uso de antimicrobianos.

Por su parte, la resistencia para las sulfonamidas empez a evidenciarse en bacterias
como Escherichia coli la cual mostraba porcentajes altos en comparacion con otras
bacterias; reportando un 29.6% en el afio 2005- 2007 en USA y un 34% en el afio 2016
(Mulder, Verbon, Lous, Goessens, & Stricker, 2019), y para Colombia un reporte de
resistencia del 42,7% en consulta externa en muestras de orina en el afio 2016 (GREBO,
2017), asi mismo, presencia de resistencia en Klebsiella spp y Enterobacter spp. Ademas,
se pudo observar variaciones significativas de los promedios de ciprofloxacina en ambas
temporadas, donde el sitio 3 presento el resultado més alto (79.2 ng/L en temporada lluvia
y 75.3 ng/L en temporada seca) en comparacion con los demas sitios de muestreo (Grafica
5-10). Estudios realizados por Posada-Perlaza et al., 2019 manifestaron que en el rio
Bogota, se encontrd este tipo de compuestos y en concentraciones por encima de 5 ug/L,
confirmando con estos resultados su presencia y demostrando como las actividades
antropogénicas estan alterando las diversidades microbianas con contaminantes
emergentes de este tipo y ayudando a la dispersion de posibles genes de resistencia en el
ambiente. Del mismo modo, se hizo la relacién con los valores establecidos con la UE
(2018/840) donde se contempla un valor de 89 ng/L PNEC, donde todos los sitios se
encuentran por debajo de valor, pero que posiblemente a las descargas de aguas
residuales de sectores industriales, aguas residuales agricolas y aguas residuales
domésticas se pueden evidenciar rangos por encima de 20 ng/L (CAR, 2009). Cabe
sefialar que, este tipo de antibidtico posee una fuerte atraccion por la materia organica y

baja movilidad, lo que puede explicar su alta acumulacion en los sedimentos y en el agua.
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Grafica 5-10. Concentracion de ng/L de ciprofloxacina en los diferentes sitios de muestreo en
ambas temporadas.

El uso indiscriminado de este tipo de antibidticos en los diferentes sectores para el
tratamiento de enfermedades infecciosas, ha incremento la resistencia por parte de
bacterias como Salmonella spp., Campylobacter spp., y Escherichia coli, debido a que en
los procesos productivos como cria de ganado vacuno, porcino y avicola emplean
quinolonas, ya sea, para tratar infecciones o como factores de crecimiento, lo cual puede
contribuir a la diseminacién de genes de resistencia intra o entre especies, mientras que
suelos tratados con estiércol o suelos utilizados para la ganaderia pueden aportar

antibioticos a estos efluentes mediante procesos como escorrentia (Schulz et al., 2019).

Finalmente, se destaca en este trabajo un porcentaje de resistencia a ciprofloxacina para
E. coli (28.1%) y para Enterobacter cloacae (9.1%) posiblemente por el uso indebido de

este antibidtico, ya que, a nivel veterinario no tiene ninguna restriccion (Catafio, 2020).
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5.3 Aislamiento, seleccidn de posible resistencia a
betalactamicos e identificacion bacteriana

De acuerdo a metodologia mencionada en el item 4.2.3., se aislaron un total de 768 cepas
mediante la técnica de filtracion por membrana, las cuales se les realizo una coloracién de
Gram para verificar que fueran bacilos Gram negativos y se realizd un pase a medios de
cultivo selectivos para su respectiva purificacion, de acuerdo con esto se llevaron a
sembran en agares cromogénicos (Agar CARBA CHROMID®, Biomérieux y Agar ESBL
CHROMID®, Biomérieux) donde se lograron recuperar 116 bacterias, que se
seleccionaron de acuerdo a su crecimiento masivo y a su coloracion; posteriormente se les
realizo su identificacion mediante MALDI TOF, y se recuperaron 52 cepas pertenecientes
a la familia Enterobacteriaceae (de acuerdo a los parametros de seleccion establecidos al
principio del proyecto). De acuerdo con esto, se pudieron identificar bacterias como
Escherichia coli, Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae, Klebsiella spp., y Serratia
fonticola tanto en temporada lluvia como temporada seca en los diferentes sitios de

muestreo (Tabla 5-4).

Tabla 5-4. Aislamiento de bacterias con posible resistencia a betalactamicos en temporada lluvia y

temporada seca de los diferentes sitios de muestreo.

Sitios Temporada Lluvia Temporada Seca
Sitio 1 Escherichia coli, Klebsiella Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
pneumoniae Citrobacter freundii y Enterobacter cloacae

Sitio 2 Citrobacter freundii No hubo aislamiento
Sitio 3 Escherichia coli Escherichia coli, Serratia fonticola

.- : : Escherichia coli, Klebsiella oxytoca y
Sitio 4 No hubo aislamiento Citrobacter freundii

ies L . Escherichia coli, Enterobacter cloacae
Sitio 5 Escherichia coli Citrobacter freundii
Sitio 6 Escherichia coli Escherichia coli, Enterobacter cloacae

Citrobacter freundii

El porcentaje de recuperacion de estas Enterobacterias (Grafica 5-11), se debe
principalmente, a que el agua esta expuesta a excretas o a material organico que contiene
bacterias patdégenas provenientes de actividad antropogénica considerandose como

reservorios y un vehiculo para su diseminacion (Dickin et al., 2016). Su prevalencia y
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resistencia, se debe a diversos factores ambientales como pH, temperatura, niveles de
sodio, nitrogeno y fosforo (Schwartz et al., 2003) que ayudan no solo a su propagacion,
sino a su sobrevivencia, ocasionando enfermedades gastrointestinales por su consumo
directo, ya sea, en los alimentos frescos que no requieren coccidon o por la manipulacion

para irrigar cultivos (Cui & Liang, 2019).

Por otro lado, se pudo evidenciar que no solo en estas aguas abundan bacterias
patdgenas, sino microorganismos pertenecientes al filo Proteobacteria, Actinobacteria,
Firmicutesy otro clases como Bacillos, Clostridios, Bacteroides, Pseudomonas,
Aeromonas (Narciso-da-Rocha & Manaia, 2017; Narciso-da-Rocha et al., 2018), las cuales
pueden predominar en épocas de lluvia, debido a la escorrentia, transportando consigo,
nutrientes, materia organica y residuos sedimentables, llegan a los canales; de igual forma,
en sitios donde el impacto humano es menor, se vera la proliferacion de bacterias

autoctonas (Bougnom et al., 2019).

Enterobacterias

mm  Escherichia coli
Citrobacter freundii
Enterobacter cloacae
Klebsiella oxytoca

mm  Klebsiella pneumoniae

mm=  Serratia fonticola

M Ofras familias
Enterobacterias

Total = 52

Total =116

Grafica 5-11. Porcentaje de recuperacion de Enterobacterias de interés clinico en aguas de uso

agricola del Distrito de Riego la Ramada.

Por otro lado, la combinacién de aguas contaminadas con aguas superficiales sin ningun
tipo de tratamiento, aumenta la carga de microorganismos patdgenos, considerando que
la mayoria de estos, proviene del intestino siendo un factor de riesgo por la probabilidad

de adquirir algun tipo de enfermedad, igualmente, el uso de abonos organicos mezclados
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con estiércol o el uso de suelo irrigado con aguas residuales, aumenta la posibilidad de
aislar bacterias como E. coli O157:H7, Salmonella spp., las cuales, pueden perdurar en el
ambiente durante mucho tiempo (Park et al., 2012). Por ultimo, al realizar la comparacion
con los estudios de Jablasone, Brovko, & Giriffiths, 2004 y Solomon et al., 2014 y los
aislamientos en ambas temporadas, se puede relacionar que la presencia de patégenos
en estas aguas, principalmente se debe a que los caudales, cultivos hidroponicos,
inundaciones, suelos pueden transferir microorganismos de un lado a otro, siendo capaces

de sobrevivir en condiciones adversas.

5.3.1 Determinacion del perfil de susceptibilidad

Con el fin de observar el perfil fenotipico de las bacterias aisladas de estos efluentes se
empled el sistema VITEK ® 2 Compact para la sensibilidad antimicrobiana de los
aislamientos bacterianos provenientes de todos los sitios. Los aislamientos de Escherichia
coli, Citrobacter freundii y Klebsiella spp., solo fueron incluidos para el estudio de
susceptibilidad, debido a que hubo un mayor porcentaje de recuperacion en comparacion

con las bacterias Enterobacter cloacae y Serratia fonticola.

Se lograron aislar un total de 14 cepas con resistencia a betalactamicos en temporada
lluvia y temporada seca (Tabla 5-4) siendo el sitio 4 y sitio 6 donde se obtuvo un mayor
numero de bacterias con resistencia a betalactamicos y posiblemente se deba a que en
estas zonas se concentra una mayor actividad antropogénica e industrial en comparacion
con los sitios netamente agricolas (Caltagirone et al., 2017). Por otro lado, se logro aislar
cepas resistentes a betalactamicos en el sitio 1 en ambas temporadas, mientras que en el
sitio 3, sitio 4, sitio 5 y sitio 6 solo se obtuvieron bacterias en temporada seca, exceptuado
el sitio 2 donde no hubo alguna recuperacién microbiana. Segun estudios realizados por
MacFadden et al, 2018 afirma que el cambio climatico aumenta la proliferacién de
bacterias resistentes a antimicrobianos principalmente en verano, debido a que al no tener
un movimiento hidrico, los antibiéticos que llegan a los canales se quedan inmovilizados y
tardan en degradarse, ejerciendo presiones selectivas entre las moléculas y los
microorganismos presentes alli facilitando la transmisién horizontal de genes y ayudando

a el crecimiento de cepas en fuentes de agua y alimentos.
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Cabe sefalar que, bacterias como Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae y Serratia
fonticola son productoras de AmpC (Tabla 5-4) las cuales al realizar el analisis VITEK, se
pudo ratificar su produccion, donde se recomienda evitar el uso de cefalosporinas de

tercera generacion y de aztreonam.
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Grafica 5-12. Comparacion de bacterias aisladas de efluentes agricolas con resistencia a
antibidticos betalactamicos y cepas con produccion de AmpC en Temporada seca y Temporada

lluvia.
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Tabla 5-5. Perfil de susceptibilidad de bacterias como E. coli, Citrobacter freundii y Klebsiella spp., aisladas en muestras de agua mediante

analisis VITEK

Antibidticos

Escherichia coli n: 32

Citrobacter freundii n: 11

Klebsiella spp. n: 4

Sensible (%) | Intermedio (%) | Resistente (%) | Sensible (%) | Intermedio (%) | Resistente (%) | Sensible (%) | Intermedio (%) | Resistente (%)

Ampicilina 65.7 (21) 0 34.3 (11) - - - 0 0 100 (4)

Ampicilina/Sulbactam 12.5 (25) 6.25 (2) 15.6 (5) - - - 25(1) 25(1) 50 (2)
Piperacilina/Tazobactam 68.7 (12) 6.25 (2) 25 (8) 55.7 (6) 36.3 (4) 9(1) 25 (1) 75 (3) 0

Cefazolina 65.7 (21) 0 34.3 (11) 0 0 100 (11) 25(1) 0 75 (3)
Ceftazidime 65.7 (21) 0 34.3 (11) 100 (11) 0 0 100 (4) 0 0
Ceftriaxona 65.7 (21) 0 34.3 (11) 100 (11) 0 0 75 (3) 25(1) 0
Cefepime 65.7 (21) 0 34.3 (11) 100 (11) 0 0 100 (4) 0 0
Aztreonam 65.7 (21) 0 34.3 (11) 100 (11) 0 0 100 (4) 0 0
Ertapenem 100 (32) 0 0 100 (11) 0 0 100 (4) 0 0
Meropenem 100 (32) 0 0 100 (11) 0 0 100 (4) 0 0
Amikacina 100 (32) 0 0 100 (11) 0 0 100 (4) 0 0
Gentamicina 90.6 (29) 3.1(1) 6.2 (2) 90.9 (10) 0 9(1) 100 (4) 0 0
Ciprofloxacina 71.8 (23) 0 28.1(9) 100 (11) 0 0 100 (4) 0 0
Tigeciclina 100 (32) 0 0 100 (11) 0 0 100 (4) 0 0
Nitrofurantoina 100 (32) 0 0 100 (11) 0 0 75 (3) 25(1) 0

Trimetropim/Sulfa. 68.8 (22) 0 31.2(10) 63.7 (7) 0 36.3 (4) 50 (2) 0 50 (2)

Elaboracién propia
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La presencia de bacterias resistentes a betalactamicos (Grafica 5-10) aisladas en aguas
para uso agricola, representa una emergencia de salud publica, debido a que, se esta
evidenciando que estos agentes microbianos no solo se encuentran a nivel hospitalario,
sino que se estan diseminando de manera gradual en los ambientes, ya sea, por el uso
indiscriminado en los sectores agricolas, sino también por su mala disposicion (baja
remocion en plantas de tratamiento) y baja degradacién de estas moléculas en el ambiente;
asi mismo, por su alta proliferacion en estos efluentes (Calisto et al., 2018); estudios
previos han demostrado que aguas residuales que contienen algun tratamiento y son
descargadas a aguas superficiales pueden contener patdégenos resistentes a antibioticos
generando una presion selectiva y proporcionando una diseminacion de genes sobre
comunidades bacterianas ya existentes (Raven et al., 2019); inclusive si el consumo de
antibioticos por la poblacion se redujera, las concentraciones detectadas en sedimentos,
aguas subterraneas, aguas residuales persistirian durante largos periodos de tiempo en el
medio ambiente, ya sea, por su alta afinidad con la materia organica y su baja afinidad con
el agua (J. Xu et al., 2015; Zhang et al., 2015).

Porcentaje de resistencia a antibidticos betalactamicos en
aguas de uso agricola

100

75

75

50
34,5 34,5 34,5 34,5

Resistencia (%)

25

Antibidticos betalactdmicos

M Escherichia coli W Klebsiella spp. M Citrobacter freundii

Grafica 5-13. Porcentaje de resistencia a antibiéticos betalactamicos de Enterobacterias aisladas
en aguas para uso agricola.
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En este estudio, se evalud el perfil de susceptibilidad de bacterias Gram negativas de
interés clinico, donde E. coli fue la bacteria predominante representada con un 61%,
seguido de Citrobacter freundii con un 21% y Klebsiella spp., con un 8% relacionandolo
con los ensayos realizados en Rumania, México y Africa donde se obtuvieron porcentajes
similares en aguas para uso agricola (Delgado-Gardea et al., 2016; Marinescu et al., 2015;
Obi et al., 2004). Algunos estudios reportan igualmente, que la mayoria de enterobacterias
productoras de ESBL muestran una co-resistencia a las fluoroquinolonas, trimetropim y

algunos aminoglucésidos (Verburg et al., 2019).

Escherichia coli resulté ser la cepa con un alto porcentaje de resistencia a antibidticos
como ampicilina 11 (34.3%), ampicilina sulbactam 5 (15.6%), mientras que para cefazolina,
ceftazimide, ceftriaxona y cefepime se observé un porcentaje del 34.3% (Grafica 5-13),
mientras que para carbapenémicos se obtuvo un 100% de sensibilidad; cabe destacar que
cefalosporinas de tercera generan funcionan como marcador de ESBL, observando como
este microorganismo presenta un fenotipo de productor de ESBL (Betalactamasas de
espectro extendido). Estudios realizados por Posada-Perlaza et al.., 2019 encontraron en
el rio Bogota bacterias resistentes a diferentes betalactdmicos provenientes de sectores
como agricolas, domésticos y hospitalarios, debido a la deficiencia en los sistemas de
tratamiento en aguas residuales y a la mala gestion final de los residuos antibiéticos, los
cuales podrian aumentar la problematica de resistencia por sus altas concentraciones
(ug/L) en estos efluentes y también porque podrian contribuir a su propagacion mediante
elementos plasmidicos (Yim et al., 2013). Por el contrario, bacterias como Klebsiella
pneumoniae y K. oxytoca mostraron tener una alta resistencia a ampicilina (50%) y el ultimo
aislamiento bacteriano Citrobacter freundii, mostrd una resistencia del 100% a cefazolina

y 36.3% para trimetropin/sulfametoxazol.

Cabe resaltar que, dentro de este estudio no se pudo detectar la presencia de AmpC en
las cepas como E. coli y Klebsiella, debido a que no se contd con el antibidtico cefoxitin
(cefalosporina de segunda generacion) el cual funciona como un marcador de produccion
para AmpC. Por otro lado, para los resultados de Klebsiella spp., se pudo observar que el
75% de los aislamientos contienen una resistencia a cefazolina, 25% a ceftriaxona y 100%
resistente a ampicilina, ya que, este tipo de bacterias presentan una resistencia natural a

las aminopenicilinas, conduciendo a una prevalencia en la hiper expresion de la enzima
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SHV-1. Igualmente, se ha reportado que, la mayoria de los aislamientos pertenecientes a
Klebsiella spp., contienen una alta produccion de ESBL, especialmente blatem, blactx-my
blasny, este ultimo probablemente puede estar mediado por plasmidos conjugativos que
contienen un integron 1IS26 en blashv-2a, blasivs 0 blaskv.12 que les confiere una alta
resistencia a diferentes antibiéticos (Jones et al., 2005; Veras et al., 2011) el cual al estar
en contacto con microbiota normal puede ser un portador de genes resistentes y

movilizarlos mediante elementos extracromosomales.

Por otro lado, se detecto resistencia a cefalosporinas de tercera generacion (Grafica 5-
13), siendo un dato alarmante y critico, debido a que estos antibidticos son de practica
clinica y que su uso esta siendo indiscriminado por parte de la poblacién (World Health
Organization (WHO), 2001, 2016). Igualmente estudios realizados por Liu et al., 2013,
sugieren que este tipo de resistencia estaria asociado a integrones de clase 1, mientras
que la resistencia a cefalosporinas de cuarta generacion como cefemipe se encuentran en
mayormente en cepas de origen hospitalario. Igualmente, el aumento de resistencia puede
involucrar la presencia de genes como blarem, blaoxa, blactx-m, siendo el gen blarem el mas
predominante en el medio ambiente y propagandose mediante elementos moviles de DNA
extracromosomal como los plasmidos, transposones e integrones (Osinska et al., 2017;
Titilawo, Obi, & Okoh, 2015).

Estudios realizados por Flores, Albornoz, Hurtado, Montafio, & Santa Cruz, 2019
concuerdan con los resultados obtenidos en este trabajo, ya que, identificaron especies
como E. coli, Citrobacter freundii y Klebsiella pneumoniae en aguas superficiales para
irrigacion, siendo aproximadamente el 40% productoras de ESBL y de AmpC, lo cual
genera un riesgo potencial por su presencia debido a que, este tipo de Enterobacterias al
ser consumidas, puede facilitar la diseminacion de genes ESBL a patdgenos oportunistas

que se encuentran en el tracto gastrointestinal.

En cuanto, a la produccion de AmpC, esta puede estar mediada por cromosomas, siendo
caracteristico en la familia Enterobactereaceae, donde se puede conferir una resistencia
permanente a cefalosporinas de tercera generacion y aztreonam (Raphael, Wong, & Riley,
2011; Ruimy et al., 2010); los cuales al estar en contacto con aguas residuales y estiércol,
pueden ser portados a animales y humanos; como se observa en la tabla 5-4, esta enzima

fue detectada principalmente en cepas de C. freundii, la cual posee una AmpC-lactamasa
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que puede presentar un desafio para su tratamiento, ya que, a nivel in vivo, puede
ocasionar la expresion de genes resistentes a cefalosporinas de tercera generacion y

ocasionar fallas terapéuticas (Zhong et al., 2017).

En América Latina se ha evidenciado que en los ambientes acuaticos mas del 90% de
bacterias son resistentes a algun antibiético y el 20% resultan tener resistencia a al menos
cinco de ellos; siendo transportados a aguas superficiales como se observo en el presente
estudio (Grafica 5-13), afectando de manera directa los ecosistemas que entran en
contacto con ella y resultando a su vez, una variacién genética y una posible aparicion de

mecanismos de resistencia (Acevedo et al., 2015).

Por otro lado, el sistema VITEK proporciono resultados en menos de 24 horas, siendo una
herramienta util para la interpretacion de resultados, ya que, al ser un sistema cerrado,
evita sesgos por el efecto in6culo en comparacién con otros métodos fenotipicos que
conllevan mas tiempo y son mas dispendiosos para su montaje. Dentro de este estudio se
llevod a cabo, la deteccion de ESBL por este sistema y fue positiva, ya que, la evaluacion
de susceptibilidad arrojoé resultados significativos para establecer una resistencia a
betalactamicos en 11 de las 52 cepas recuperadas, sin tener en cuenta, la resistencia
reportada para trimetropin y piperacilin-tazobactam, resaltando la importancia de la
busqueda de estos patdgenos en efluentes superficiales, ya que, podria significar que el
ambiente juega un papel importante en su propagacion (Barancheshme & Munir, 2018;
Jaramillo & Restrepo, 2017; Schulz et al., 2019). Es importante destacar, que el uso de
esta herramienta automatizada no requiere una confirmacion de la deteccion de ESBL,
debido a que, dentro de la tarjeta que se empled, posee un pocillo de confirmacién para su

deteccion.

Cabe mencionar que, de acuerdo al método empleado para determinar bacterias en agua,
se puede recuperar 0 no un gran numero de patdégenos con algun tipo de resistencia,
debido a la interferencia de crecimiento de algunas no enterobacterias y se espera que,
mediante metodologia molecular, se puedan identificar los genes asociados a ESBL en los

microorganismos aislados como E. coli y Klebsiella spp., en aguas de uso agricola.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos el uso de estos efluentes para actividades
agricolas puede representar un riesgo para la salud publica, puesto que contienen
altas cargas de Coliformes totales y E. coli, relacionadas con las descargas de
aguas residuales a los cuerpos de agua superficiales, indicando que estas
muestras no cumplen con los limites establecidos por la normatividad nacional e

internacional.

El estudio comprobd que los asentamientos urbanos construidos cerca a los
canales que se usan para riego agricola, afectan de manera negativa la calidad del

agua para riego.

Se identificé en las aguas utilizadas para riego, no solamente altos contenidos de
materia organicas, sino también, la presencia de bacterias como E. coli, y Klebsiella

spp., resistentes a antibidticos betalactamicos.

Se identificé y cuantifico la presencia de antibiéticos como clindamicina,
azitromicina, ciprofloxacina y trimetoprima/sulfametoxazol en las aguas de los
canales de riego en la zona de estudio, en concentraciones variables, y en algunos
casos como Trimetoprima, y Azitromicina superan los valores PNEC (ng/L)
establecidos por la Unién Europea (EU COM 2015/495).
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6.1 Recomendaciones

® Se recomienda utilizar herramientas moleculares para la identificacion de genes de
resistencia que estan asociados a las bacterias aisladas en la zona y presentan un

perfil de susceptibilidad para antibiéticos betalactamicos.

® Se recomienda evaluar las hortalizas que estan siendo irrigadas con estas aguas
agricolas, para establecer igualmente si existe evidencia de microorganismos

resistentes a antimicrobianos y cuales son los genes que estan asociados.

e Se recomienda eliminar las descargas de aguas residuales a los canales de riego
del area evaluada, debido a que las aguas contienen altos indices de
contaminacion y es necesaria la intervencion de entes regulatorios para que se

ejercer estas acciones.

e Para mejorar la calidad del agua del Distrito de riego la Ramada, se deben
implementar herramientas para el mejoramiento de estos efluentes y asi reducir la

presencia de contaminantes y bacterias mitigando riesgos de salud publica.
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8. ANEXOS

Anexo 1.
Factores de carga (Loading) del Analisis Principal de Componentes
en Temporada Seca

VARIABLES FACTOR1 FACTOR2 FACTOR3
Nitratos 0,3235 -0,0053 -0,2102
Sulfatos -0,1220 0,0189 0,1509
Fosfatos 0,6423 -0,5185 0,1790
Cloruros 0,4098 -0,7219 0,2078

C. Totales (Log NMP/100mL) 0,7813 0,2415 -0,3809
E. coli (Log NMP/100mL) 0,7979 0,2413 -0,3766
OD (mg/LO2) -0,0498 0,2609 -0,5568

EC (uS/cm) 0,6253 -0,4038 0,2077

pH 0,4285 0,5643 -0,1211

T (°C) 0,7679 -0,0785 -0,3790

DQO 0,4962 0,4851 0,6651

DBOs 0,5232 0,5280 0,6355

coT 0,5254 -0,3555 -0,0190

S.S.T. 0,0619 0,0881 0,2772
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Anexo 2.
Factores de carga (Loading) del Analisis Principal de Componentes

en Temporada Lluvia

VARIABLES FACTOR1 FACTOR2 FACTOR3
Nitritos 0,256080 -0,685086  0,115819
Nitratos 0,165240 -0,648097 0,101762
Sulfatos -0,004942 -0,448158  0,623148
Fosfatos -0,523566 -0,318555  0,508300
Cloruros -0,140444  -0,460995 0,588636

C. Totales (Log 0,256274  -0,645376 -0,356798

NMP/100mL)
E. coli (Log NMP/100mL)  0,358021 -0,580838 -0,375158
OD (mg/LO2) 0,493005 -0,061521 -0,397001
EC (uS/cm) 0,248034  -0,548238  0,321902
pH 0,692166 -0,126776 -0,241754
T (°C) 0,5156370  -0,592722 -0,060890
DQO -0,754853  -0,419661 -0,427058
DBOs -0,531569 -0,388776 -0,564989
CcoT -0,850670 -0,373463 -0,253771

S.S.T. -0,867943  -0,161906 -0,008272
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Anexo 3.

Cepas control Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 positiva para ESBL y Klebsiella
pneumoniae ATCC BAA1705 positiva para KPC.
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Anexo 4.

Placa de metal conductora para la identificacién bacteriana por medio de
MALDI-TOF.




99 Identificacion de bacterias resistentes a betalactamicos en aguas para riego
agricola en la Ramada, Cundinamarca.

Anexo 5.
Montaje de la técnica automatizada VITEK® 2 para determinar el perfil de
resistencia a antibioticos.

VITEK 2 COMPACT
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Anexos 101
Consolidacion de todos los datos fisico quimicos en temporada lluvia

Sitios Nitratos Sulfatos Fosfatos Cloruros | OD (mg/L O2) | EC (uS/cm) pH Temperatura DQO DBOs coT S.S.T.
Sitio 1 <0,1 93,44 4.9 85,98 0,82 863 6,6 15,9 °C 790 513 20,4 145
Sitio 1 <0,1 118,98 5,04 88,8 0,54 828 6,78 15,5°C 82 53 36,8 66
Sitio 1 <0,1 41,5 3,459 74,4 1,48 549 7,33 16,5 °C 33 12 9,4 64
Sitio 1 <0,1 <0,1 0,5152 0,9 0,62 573 7,56 15,1 °C 39 31 13,1 98
Sitio 1 <0,1 123,4 4,3085 97,3 0,77 725 6,85 16 °C 46 31 12 20
Sitio 1 <0,1 123,9 3,833 73,7 0,69 798 7,73 17 °C 41 31 8,3 10
Sitio 2 0,12 4,24 0,54 48,36 0,47 482 6,6 15,9 °C 1660 720 296,5 3045
Sitio 2 0,2 8,5 <0,2 104,2 0,33 460 6,78 15,5°C 2100 1042 307,8 4130
Sitio 2 3,6 129,3 15,2122 87 0,22 601 6,2 13,2°C 2100 316 712,5 19950
Sitio 2 <0,1 0,53 <0,2 0,66 1,21 507 7,18 12 °C 246 156 88,9 672
Sitio 2 <0,1 15 0,836 48,7 0,18 464 6,58 14,7 °C 1200 786 300 8130
Sitio 2 0,7 35,2 3,007 53,9 0,43 541 6,85 13,5°C 348 231 72 1360
Sitio 3 0,92 188,6 5,4 111,8 0,75 592 7,07 16,4 °C 80 57 30 32
Sitio 3 0,1 93,4 2,08 26,3 1,45 590 6,67 14,3 °C 95 50 36,8 46
Sitio 3 <0,1 2,3 6,2094 76,8 0,6 705 6,5 14,9 °C 45 27 11,6 62
Sitio 3 1 16,3 1,4762 27,8 0,6 681 7,43 14,5 °C 42 29 12,4 80
Sitio 3 3,4 67 <0,2 68 0,22 705 6,79 14,9 °C 51 31 13,9 20
Sitio 3 <0,1 121,2 4,9056 61,8 0,58 710 7,48 14,5 °C 40 27 10,5

Sitio 4 3,54 141,2 3,6 109 0,99 1130 7,28 19,3 °C 88 60 33 33
Sitio 4 <0,1 222,96 1,52 50,76 0,65 857 6,81 15,8 °C 88 49 29,3 32
Sitio 4 <0,1 70 2,511 0,08 0,83 1191 7,05 15,1 °C 31 18 9 43
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Sitio 4 8 54,9 <0,2 77,8 1,56 740 7,32 16,5 °C 47 29 13,9 37
Sitio 4 3,3 65,7 3,2565 67,2 0,41 780 6,8 15,6 °C 34 26 7,5 13
Sitio 4 12,1 79,1 3,8194 91,5 1,54 630 8,04 17,4 °C 34 21 12 12
Sitio 5 2,32 44,32 0,056 119 2,85 824 7,4 18,5 °C 83 59 30,8 36
Sitio 5 0,42 47,3 <0,2 68,9 3,85 846 6,65 18 °C 72 42 32,7 28
Sitio 5 5,8 107,7 4,9748 130,7 1,23 861 7,12 16,7 °C 352 157 95,3 438
Sitio 5 1 12,6 2,0376 13 4,29 438 7,95 17,4 °C 40 25 13,5 70
Sitio 5 0,9 21,7 <0,2 12,7 1,97 222 6,9 15,1 °C 25 18 4.9 8

Sitio 5 0,2 30,3 <0,2 20 2,41 336 8,01 16,2 °C 29 19 11,3 15
Sitio 6 5,1 106,2 2,8 56 1,8 915 7,54 19,1 °C 1370 720 247,7 123
Sitio 6 4.8 116,8 2,14 25,01 3,26 856 7,3 18,5 °C 1800 971 266,5 118
Sitio 6 <0,1 26,5 <0,2 55,6 0,93 1179 7,3 17,4 °C 600 370 158,3 204
Sitio 6 0,7 107 2,8496 51,9 1,23 770 7,8 15,4 °C 110 101 28,1 128
Sitio 6 <0,1 35,3 1,712 30,5 1,82 475 6,97 16,3 °C 197 126 66 164
Sitio 6 <0,1 60,8 2,6962 47,9 1,88 622 8,09 17,1 °C 72 50 20,3 47
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Anexo 7.
Consolidacion de todos los datos fisico quimicos en temporada seca

Sitios Nitratos Sulfatos Fosfatos Cloruros | OD (mg/L O2) | EC (uS/cm) pH Temperatura | DQO | DBOs coT S.S.T.
Sitio 1 <0,1 190,2 34 64,8 0,9 814 6,83 14,4 82 49 28,5 14
Sitio 1 0,7566 236,2 1,28 57,8 1,23 936 6,46 13,56 113 73 36 121
Sitio 1 <0,1 <0,1 <0,2 <0,1 1,1 942 6,61 14 100 60 28,5 66
Sitio 1 0,1 315,2 0,5798 64,8 0,79 943 6,34 13,7 75 50 27,8 16
Sitio 1 0,3 323,9 1,1674 66,2 0,96 935 6,38 13,9 67 30 25,1 12
Sitio 1 0,2 304 3,1188 85,3 1,16 828 6,94 14,1 52 37 19,5 <5
Sitio 1 <0,1 50,5 8,1458 1147 0,28 799 6,53 12,3 406 252 137 1552
Sitio 1 <0,1 194,8 1,0302 75,4 1,77 750 6,76 13,4 63 41 22 183
Sitio 1 <0,1 222,3 2,348 79 0,78 781 7,55 14 23 13 5,6 12
Sitio 1 <0,1 189,1 1,5388 68,7 0,88 805 6,63 13 36 23 10,1 20
Sitio 2 <0,1 48,8 0,98 62,2 0,2 573 7,14 13,3 1440 | 943 35,3 32640
Sitio 2 0,5718 168,06 2,4354 42,9086 1,3 713 6,74 12,8 2100 | 1287 40,5 810
Sitio 2 <0,1 <0,1 <0,2 <0,1 0,57 755 6,86 12,1 1960 | 1149 35,7 458
Sitio 2 0,1 98,8 4,8922 82,4 0,51 807 6,57 13,2 3320 | 1451 45,8 105
Sitio 2 0,3 270,8 0,5156 57,4 0,48 827 6,65 13 2150 | 1293 45 372
Sitio 2 0,9 41,6 <0,2 12,1 0,26 850 7,01 13,7 820 462 57,4 1332
Sitio 2 0,1 99,8 1,4456 58,2 0,73 603 6,8 13,3 93 57 26,6 38
Sitio 2 0,2 44,5 5,044 111,2 0,32 794 6,6 14,8 381 299 134,7 1040
Sitio 2 0,2 84,9 <0,2 65,6 0,92 651 6,42 12,8 48 32 12 102
Sitio 2 0,2 107 2,0692 62,4 0,62 660 6,09 15,3 45 24 11,3 95
Sitio 3 0,1 104,4 0,96 43,2 0,29 854 6,6 14,6 83 55 28,5 14
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Sitio 3 0,6076 167,9094 <0,2 39,536 2,26 871 6,65 13,2 84 59 20,6 31
Sitio 3 <0,1 181,298 <0,2 36,3728 0,63 910 6,71 14,5 71 54 11,6 21
Sitio 3 0,1 256,2 1,2296 58,9 0,54 856 6,65 14,3 84 49 31,5 41
Sitio 3 <0,1 2449 0,8312 58,3 0,59 837 6,57 13,2 78 47 26,6 48
Sitio 3 0,8 37,1 <0,2 18,6 0,55 590 6,86 15,5 60 37 26,3 165
Sitio 3 0,2 60,6 1,5264 79,2 1,13 689 6,89 15,1 93 59 26,6 16
Sitio 3 0,2 98 1,1566 69,5 1,16 616 6,69 13 282 151 311 116
Sitio 3 0,1 100,6 <0,2 64,6 1,1 620 7,36 13,1 52 34 16,1 38
Sitio 3 <0,1 189,1 1,0582 68,7 0,68 673 6,36 14,4 41 31 9,4 20
Sitio 4 <0,1 259,8 0,36 50,8 2,89 874 6,8 15,6 95 65 26,6 14
Sitio 4 0,5412 178,312 1,0428 51,784 1,86 910 6,9 14,7 85 53 15,4 11
Sitio 4 <0,1 69,781 <0,2 17,9756 4,29 928 6,9 15 81 47 17,6 25
Sitio 4 0,1 2111 <0,2 62 3,6 767 6,8 15,6 85 48 29,7 44
Sitio 4 <0,1 186,1 1,6096 551 1,86 795 6,63 14,8 68 44 25,9 12
Sitio 4 0,1 75,7 1,0044 57,9 1,84 586 6,99 16,3 95 61 30,4 19
Sitio 4 <0,1 16,1 <0,2 43,7 0,8 855 6,94 14,2 368 314 182,6 5
Sitio 4 <0,1 114,2 1,7226 52,6 0,92 802 6,71 14,2 279 178 26,6 78
Sitio 4 <0,1 95,2 1,7752 64 1,46 674 7,5 13,8 28 22 9 12
Sitio 4 <0,1 58,6 12,8508 391,7 0,32 2620** 6,49 18,6 399 157 140,4 35
Sitio 5 <0,1 178,8 0,58 42,6 5,99 853 6,73 16,9 82 56 26,6 18
Sitio 5 0,3836 187,51 0,9006 49,9732 9,24 827 6,95 13,2 100 64 28,2 93
Sitio 5 <0,1 <0,1 <0,2 <0,1 11,53 804 7,07 15,6 87 51 23,3 59
Sitio 5 0,2 40,4 <0,2 105,8 12,88 760 7,15 16,5 112 61 38,7 136
Sitio 5 0,1 63,1 <0,2 51,4 5,6 687 7 16,5 91 53 33,4 18
Sitio 5 0,2 18,3 <0,2 45,1 0,29 573 6,96 16,3 117 73 43,9 100
Sitio 5 <0,1 26,1 <0,2 41,8 1,17 668 6,94 14,1 429 285 160,6 566
Sitio 5 <0,1 41,6 9,3908 33 0,19 829 6,75 18,2 503 327 37,2 33560
Sitio 5 <0,1 26,7 <0,2 36,3 15,85 672 7,66 15 167 104 57,4 338
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Sitio 5 0,1 30,4 4,3182 52,7 3,02 794 6,55 14,8 453 295 170,4 420
Sitio 6 4,2 143,92 2,68 53,6 1,55 864 6,86 17 1170 741 43,5 86

Sitio 6 0,3418 173,818 0,47 46,9364 2,24 1783 8.8 18,1 3150 | 2250 56,3 1880
Sitio 6 <0,1 308,76 3,4894 97,2778 1,62 887 7.1 15,9 1940 | 1179 32,3 81

Sitio 6 <0,1 2091 3,3644 74,2 1,91 1092 7,15 16,2 1870 | 1179 26,3 240
Sitio 6 0,2 101,5 11,8498 80,2 0,48 1040 6,84 17,3 2220 | 1202 45,4 118
Sitio 6 0,4 47,6 <0,2 70,5 1,18 785 7,66 15,9 1370 890 65,7 57

Sitio 6 <0,1 247,4 0,8536 80,8 0,38 1032 7,17 18,2 95 57 24,8 160
Sitio 6 0,3 123,8 8,0606 83,4 1,72 1066 6,87 18,1 460 283 164.,4 187
Sitio 6 <0,1 74,2 12,2466 77,2 0,36 1000 7,73 17,2 384 262 135,1 153
Sitio 6 6,1 50,8 9,6738 75,4 1,15 858 6,77 17,3 386 248 132,1 150
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Anexo 8.
Consolidacion de todos los datos microbiolégicos en temporada lluvia
Sitios C. Totales E. coli C. Totales E. coli
(Log UFC/100mL) (Log UFC/100mL) (Log NMP/100mL) (Log NMP/100mL)
Sitio 1 6,7 5,6 5,6 55
Sitio 1 57 4,6 4,6 4,5
Sitio 1 6,1 54 54 4,7
Sitio 1 3,9 24 24 2,2
Sitio 1 4.1 3,8 3,8 25
Sitio 1 55 4,5 4,5 3,1
Sitio 2 55 4,0 4,0 0,7
Sitio 2 5,8 4,8 4,8 4,5
Sitio 2 54 4,5 4,5 3,2
Sitio 2 54 4,5 4,5 4,5
Sitio 2 57 4,5 4,5 4.1
Sitio 2 5,6 4,5 4,5 4,7
Sitio 3 3,6 2,6 2,6 0,7
Sitio 3 4,1 2,3 2,3 2,5
Sitio 3 4,9 3,7 3,7 3,5
Sitio 3 4,4 3,3 3,3 3,4
Sitio 3 4,7 3,0 3,0 3,8
Sitio 3 57 4,0 4,0 2,3
Sitio 4 7,9 6,7 6,7 6,0
Sitio 4 6,5 5,6 5,6 5,0
Sitio 4 7,1 6,1 6,1 57
Sitio 4 7,8 6,9 6,9 6,4
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Sitio 4 6,9 5,9 5,9 6,0
Sitio 4 6,6 5,5 5,5 5,4
Sitio 5 4,7 3,5 3,5 2,5
Sitio 5 3,3 24 24 2,5
Sitio 5 6,8 6,4 6,4 57
Sitio 5 5,9 5,5 5,5 6,9
Sitio 5 7,0 6,6 6,6 3,0
Sitio 5 52 4,0 4,0 3,0
Sitio 6 7,5 6,8 6,8 6,5
Sitio 6 7,3 6,7 6,7 7,2
Sitio 6 7,8 7,5 7,5 8,3
Sitio 6 7,2 6,7 6,7 7,1
Sitio 6 7,9 7,0 7,0 7,1
Sitio 6 7,0 6,4 6,4 7,0
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Consolidacion de todos los datos microbiolégicos en temporada lluvia y seca

Anexo 9.

Sitios C. Totales E. coli C. Totales E. coli
(Log UFC/100mL) (Log UFC/100mL) (Log NMP/100mL) (Log NMP/100mL)
Sitio 1 6,7 5,6 5,6 5,5
Sitio 1 5,7 4,6 4,6 4,5
Sitio 1 6,1 5,4 5,4 4,7
Sitio 1 3,9 2,4 2,4 2,2
Sitio 1 4,1 3,8 3,8 2,5
Sitio 1 5,5 4,5 4,5 3,1
Sitio 2 5,5 4,0 4,0 0,7
Sitio 2 5,8 4,8 4,8 4,5
Sitio 2 5,4 4,5 4,5 3,2
Sitio 2 5,4 4,5 4,5 4,5
Sitio 2 5,7 4,5 4,5 4,1
Sitio 2 5,6 4,5 4,5 4,7
Sitio 3 3,6 2,6 2,6 0,7
Sitio 3 4,1 2,3 2,3 2,5
Sitio 3 4,9 3,7 3,7 3,5
Sitio 3 4,4 3,3 3,3 3,4
Sitio 3 4,7 3,0 3,0 3,8
Sitio 3 5,7 4,0 4,0 2,3
Sitio 4 7,9 6,7 6,7 6,0
Sitio 4 6,5 5,6 5,6 5,0
Sitio 4 7,1 6,1 6,1 5,7
Sitio 4 7,8 6,9 6,9 6,4
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Sitio 4 6,9 5,9 5,9 6,0
Sitio 4 6,6 5,5 5,5 5,4
Sitio 5 4,7 3,5 3,5 2,5
Sitio 5 3,3 2,4 2,4 2,5
Sitio 5 6,8 6,4 6,4 5,7
Sitio 5 5,9 5,5 5,5 6,9
Sitio 5 7,0 6,6 6,6 3,0
Sitio 5 5,2 4,0 4,0 3,0
Sitio 6 7,5 6,8 6,8 6,5
Sitio 6 7,3 6,7 6,7 7,2
Sitio 6 7,8 7,5 7,5 8,3
Sitio 6 7,2 6,7 6,7 7,1
Sitio 6 7,9 7,0 7,0 7,1
Sitio 6 7,0 6,4 6,4 7,0
Sitio 1 5,7 4,8 4,0 3,9
Sitio 1 5,4 3,5 3,5 3,1
Sitio 1 3,5 2,5 3,9 3,4
Sitio 1 3,5 2,5 3,9 3,7
Sitio 1 3,6 2,9 3,8 3,6
Sitio 1 2,8 1,3 3,7 0,3
Sitio 1 3,0 2,3 0,9 0,3
Sitio 1 4,5 4,1 4,2 2,7
Sitio 1 4,5 4,3 5,2 4,2
Sitio 1 4,4 4,1 4,3 4,1
Sitio 2 6,7 5,5 3,5 2,3
Sitio 2 5,8 4,3 3,7 33
Sitio 2 4,9 3,4 4,3 4,3
Sitio 2 53 4,6 3,4 33
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Sitio 2 49 3,3 3,7 3,4
Sitio 2 5,4 4,4 3,0 3,0
Sitio 2 6,1 5,2 3,5 3,1
Sitio 2 6,0 5,3 3,2 3,0
Sitio 2 4,7 3,8 3,1 0,9
Sitio 2 4,3 3,0 3,4 3,2
Sitio 3 3,6 3,1 3,9 3,7
Sitio 3 4,1 3,5 3,3 1,3
Sitio 3 4,1 3,8 4,2 4,0
Sitio 3 3,5 2,6 3,1 2,9
Sitio 3 3,5 3,3 3,2 0,8
Sitio 3 49 3,5 3,1 2,9
Sitio 3 4,4 3,9 2,9 0,7
Sitio 3 4,7 3,6 2,4 0,7
Sitio 3 3,6 2,3 2,5 2,4
Sitio 3 4,5 3,6 3,0 3,0
Sitio 4 6,4 5,7 4,5 3,9
Sitio 4 5,0 4,3 3,7 3,1
Sitio 4 6,0 5,4 5,1 49
Sitio 4 5,8 4,3 5,5 5,0
Sitio 4 5,5 4,0 5,4 4.4
Sitio 4 5,8 4,5 5,4 4,3
Sitio 4 6,6 5,8 6,0 6,0
Sitio 4 5,6 5,2 5,2 3,7
Sitio 4 5,2 4,0 5,0 4.4
Sitio 4 7,3 7,0 4,5 4,5
Sitio 5 5,1 49 7,2 7,2
Sitio 5 4,8 3,9 4,2 4,2
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Sitio 5 53 4,3 3,7 3,5
Sitio 5 4,8 4,5 4,2 4,2
Sitio 5 4,7 4,4 5,2 4,2
Sitio 5 5,0 4,2 4,2 3,2
Sitio 5 5,5 5,2 5,2 5,2
Sitio 5 5,7 4,6 4,7 4,5
Sitio 5 6,4 6,2 4,3 4,3
Sitio 5 6,8 6,0 4,5 4,5
Sitio 6 7,2 7,8 7,2 7,2
Sitio 6 7,0 6,8 6,0 5,7
Sitio 6 6,8 6,4 7,2 7,0
Sitio 6 6,2 5,9 7,2 6,5
Sitio 6 7,4 7,4 7,2 6,2
Sitio 6 7,2 6,8 7,2 7,2
Sitio 6 7,0 6,8 7,9 7,2
Sitio 6 6,9 6,7 7,7 7,7
Sitio 6 7,3 7,1 7,7 7,5
Sitio 6 7,1 6,8 7,7 7,5
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SITIOS Ciprofloxacina Clindamicina Sulfametoxazol Trimeptropim
Sitio 1 6,679 4,576 1,289 1,302 0,070 14,839 8,839
Sitio 2 -14,287 7,205 NF NF 0,033 16,301 11,058
Sitio 3 -11,016 9,921 0,954 0,962 0,023 17,189 12,405
Sitio 4 -7,637 12,050 4,188 4,241 0,128 10,961 2,957
Sitio 5 -4,989 5,348 NF NF 0,043 12,588 5,425
Sitio 6 -13,326 3,058 0,901 0,908 0,634 16,818 11,842
Sitio 1 -16,174 3,889 0,885 0,892 0,110 11,476 3,738
Sitio 2 -15,141 5,987 NF NF 0,351 14,825 8,818
Sitio 3 -12,531 27,362 1,968 1,990 -0,034 18,971 15,107
Sitio 4 14,060 14,583 NF NF 0,123 17,437 12,780
Sitio 5 -1,837 3,759 NF NF -0,014 9,570 0,846
Sitio 6 -15,303 9,815 NF NF 0,929 8,199 -1,234
Sitio 1 -7,769 14,680 2,751 2,784 0,099 13,837 7,319
Sitio 2 -1,717 11,498 NF NF -0,003 10,455 2,189
Sitio 3 -5,676 8,655 3,361 3,402 -0,006 10,881 2,836
Sitio 4 -9,212 7,230 NF NF 0,033 10,130 1,695
Sitio 5 -10,984 6,392 NF NF 0,737 8,792 -0,334
Sitio 6 -12,028 8,943 NF NF 3,231 11,306 3,479
Sitio 1 -8,853 11,883 NF NF 0,112 15,365 9,638
Sitio 2 -5,196 7,010 2,115 2,139 0,096 12,951 5,975

Sitio 3-1 -11,258 11,218 2,420 2,448 0,039 13,649 7,034
Sitio 3 -6,024 8,667 3,408 3,450 0,443 10,615 2,432
Sitio 4 -9,197 8,856 2,613 2,644 0,260 9,243 0,350
Sitio 5 -8,962 4,370 2,682 2,714 0,217 13,362 6,599
Sitio 6 -14,543 11,601 NF NF 14,295 17,552 12,956
Sitio 1 -5,547 7,400 NF NF 0,087 11,202 3,322
Sitio 2 -10,774 8,845 NF NF 0,016 10,715 2,583
Sitio 3 -8,976 11,143 1,329 1,342 0,030 9,957 1,433
Sitio 4 -6,118 7,485 2,363 2,390 0,148 10,578 2,375
Sitio 5 -10,668 1,345 NF NF 0,228 10,180 1,772
Sitio 6 -18,306 19,138 NF NF 0,468 8,418 -0,901
Sitio 1 3,829 16,783 3,293 3,334 -0,013 12,097 4,679
Sitio 2 0,899 16,237 1,517 1,533 -0,001 13,833 7,313
Sitio 3 0,220 5,644 NF NF 0,018 12,698 5,592
Sitio 4 -12,959 2,998 1,285 1,298 0,028 16,527 11,401
Sitio 5 -16,250 6,724 NF NF 0,238 4,611 -6,677
Sitio 6 -11,614 17,782 NF NF 48,241
Sitio 1 2,143 19,175 NF NF 0,138 18,136 13,841
Sitio 2 3,875 13,083 1,302 1,315 -0,026 21,117 18,363
Sitio 3 -3,704 9,603 NF NF 0,024 25,241 24,620
Sitio 4 -8,033 14,159 1,378 1,392 0,019 29,299 30,775

Sitio 5 -1 -2,365 15,576 0,800 0,806 0,017 38,205 44,286
Sitio 5 -0,603 15,168 NF NF -0,011 36,741 42,066
Sitio 6 -1,110 6,298 0,030 0,025 0,118
Sitio 1 -12,144 8,625 1,409 1,424 0,025 10,132 1,699
Sitio 2 -9,249 11,710 1,218 1,230 -0,031 15,377 9,656
Sitio 3 -5,411 4,965 2,384 2,412 0,016 14,611 8,493
Sitio 4 -13,803 11,501 1,537 1,553 0,237 21,231 18,536
Sitio 5 -5,672 32,117 NF NF 0,315 10,844 2,779
Sitio 6 19,976 21,902 NF NF 3,558 26,251 26,152
Sitio 1 7,268 22,884 NF NF 0,070 36,615 41,875
Sitio 2 8,490 22,260 2,609 2,640 -0,009 20,509 17,441
Sitio 3 7,712 16,804 0,221 0,219 0,134 29,760 31,475
Sitio 4 0,925 NF 0,639 0,643 0,324 27,304 27,750
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Sitio 5 NF 17,047 NF NF 0,168 NF NF
Sitio 6 1,227 22,001 1,574 1,591 -0,015 40,518 47,795
Sitio 1 7,390 13,148 1,208 1,219 0,024 26,075 25,885
Sitio 2 -3,622 25,037 0,518 0,520 0,110 35,172 39,685
Sitio 3 11,168 10,653 1,885 1,906 -0,023 26,524 26,566
Sitio 4 -6,727 8,392 6,205 6,287 0,082 19,038 15,209
Sitio 5 -9,540 2,109 0,156 0,152 0,054 25,923 25,654
Sitio 6 -17,356 19,269 NF NF 0,196 15,557 9,929
Sitio 1-1 3,992 67,362 2,511 2,541 0,003 21,022 18,220
Sitio 1 63,821 34,164 NF NF -0,024 35,108 39,588
Sitio 2 22,522 25,039 1,397 1,411 0,346 60,648 78,333
Sitio 3 11,170 17,445 NF NF 0,002 31,447 34,035
Sitio 4 1,722 23,504 6,893 6,984 0,031 17,748 13,253
Sitio 5 9,261 6,135 NF NF 4,008 18,828 14,891
Sitio 6 -12,347 16,280 NF NF 10,528 34,185 38,188
Sitio 1 0,274 32,336 2,448 2,476 0,008 26,976 27,251
Sitio 2 20,248 23,616 2,560 2,590 0,098 22,360 20,250
Sitio 3 9,400 2,901 3,566 3,610 0,032 19,994 16,660
Sitio 4-1 -16,371 3,295 NF NF 0,694 9,521 0,772
Sitio 4 -15,880 13,217 NF NF 0,031 10,547 2,328
Sitio 5 -3,5637 5,088 0,133 0,129 0,382 38,381 44,553
Sitio 6 -13,649 21,319 NF NF 3,085 21,91 19,568
Sitio 1 6,542 9,235 2,545 2,575 0,021 27,482 28,020
Sitio 2 -8,491 7,743 NF NF -0,036 16,920 11,996
Sitio 3 -10,347 10,190 1,573 1,590 0,104 31,936 34,776
Sitio 4 -7,302 9,058 1,415 1,429 0,256 29,096 30,467
Sitio 5 -8,711 0,903 NF NF 0,015 31,575 34,228
Sitio 6 -18,856 13,326 NF NF 2,569 33,923 37,791
Sitio 1 -3,402 14,493 2,961 2,997 0,003 22,843 20,982
Sitio 2 -1,950 26,160 NF NF -0,053 19,151 15,381
Sitio 4 12,564 19,618 3,880 3,929 0,048 20,930 18,080
Sitio 5 4,425 16,531 0,239 0,237 -0,039 20,603 17,584
Sitio 6 0,585 9,768 0,625 0,629 0,291 22,462 20,403
Sitio 1 -7,828 15,012 1,332 1,345 0,093 22,547 20,533
Sitio 2 -1,304 6,284 0,302 0,301 0,006 22,378 20,276
Sitio 3 -12,162 16,728 1,036 1,046 0,129 23,546 22,048
Sitio 4 0,830 63,503 NF NF 0,399 25,793 25,457
Sitio 5 59,020 13,865 0,172 0,169 0,444 47,461 58,328
Sitio 6 -2,731 25,091 NF NF 51,895
Sitio 1 11,234 14,182 2,337 2,364 0,056 26,252 26,153
Sitio 2 -2,337 10,433 NF NF 0,167 24,723 23,833
Sitio 3 -7,000 22,277 2,549 2,579 -0,016 29,012 30,341
Sitio 4 7,734 0,297 NF NF 0,685 28,026 28,844
Sitio 5 -19,610 3,532 NF NF -0,024 NF NF

Sitio 6 -15,585 NF NF 0,372 8,621 -0,594




